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Zur Kenntnis der Kohlenhydrat-Resynthese in der Leber. 


Von 
Hans von Euler und Gunnar Giinther. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1936.) 


Die Umwandlung der Milchsiure in Kohlenhydrat durch Ver- 
mittlung lebender Zellen ist durch eine Reihe von Untersuchungen 
verschiedener Forscher dargetan worden. Was zuniichst die Hefe- 
zellen betrifft, so hat bereits Laurent?) 1890 gezeigt, daB zu- 
gleich mit dem Verschwinden der Milchsiiure die Menge der 
Kohlenhydrate zunimmt. Noch weitgehender und vielseitiger ist 
die Bedeutung dieser Umwandlung in verschiedenen Geweben 
hdherer Wirbeltiere?). In einer gréBeren Untersuchungsreihe haben 
Meyerhof u. Mitarb.%) in isolierten Muskeln und Gewebeschnitten 
(Bauchmuskeln, Leber, Niere und Gehirn) Atmung und Milchsiure- 
umsetzung vergleichend untersucht. Hierbei konnte Takane*) 
die deutliche Fahigkeit von Leberschnitten erweisen, aus zu- 
gesetztem Lactat Kohlenhydrat zu synthetisieren. Bei diesen Ver- 
suchen wurde sogenannte Hungerleber verwendet, d.h. Leber von 
Ratten, welche 1—2 Tage gehungert hatten und deren Glykogen- 
vorrat stark abgenommen hatte. Ein ahnlicher synthesebeférdernder 
Effekt wird hervorgerufen, wenn man Brenztraubensiure®) statt 
Milchsiure zusetzt. In der obengenannten Arbeit von Takane 
wurden auch andere Substanzen auf ihre syntheseaktivierende 
Wirkung gepriift, z.B. Insulin. In der groBen Mehrzahl der 
Versuche schien eine Zunahme der Synthese durch Insulin zu 
erfolgen. 


1) Laurent, Ann. Soc. Belg. de Microscopie 1890. 

*) Parnas u, Baer, Biochem. Z. 41, 386 (1913); Barrenscheen, 
Biochem. Z. 58, 299 (1918); Balder u. Silberstein, Diese Z. 100, 34 
(1917). 

3) Biochem. Z. 157, 459 (1925); 171, 381 (1926). 

*) Biochem. Z. 171, 403 (1926). 

5) Meyerhof, Lohmann u. Meyer, Biochem. Z. 157, 459 (1925). 
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Hans von Euler und Gunnar Giinther, 


Die Resynthese von Kohlenhydrat aus Milchsiure geht im 
lebenden Gewebe bei der Ruhe unter Sauerstoffaufnahme und 
Energiezufuhr vor sich, Bei der Darstellung der Resynthese hat 
man zunichst die Arbeiten von Meyerhof (a. a. O.) zu erwihnen, 
in welchen dieser Forscher von der von ihm hervorgehobenen 
Beziehung zwischen verschwundener Milchséure und oxydierter 
Milchsiiure ausgeht. Bei der Oxydation von 1 Mol. Milchsiure zu 
CO, und H,O wird Energie frei, welche zur Resynthese von 
Kohlenhy drat aus mehreren Molekiilen Milchséure verwendet wird. 
Der von Meyerhof festgestellte und nach ihm genannte Quotient 

insgesamt verschwundene Milchsiure 


oxydierte Milchsiiure -Aquivalente 


liegt nach seinen Messungen bei 4,3, schwankt aber betriichtlich. 

Uber Zwischenprodukte bei der Kohlenhydratsynthese ist 
wenig bekannt, was durch ihren geringen Umfang verstindlich 
wird. Oft hat sie sich nur auf indirektem Wege aufzeigen’) 
lassen. Ob eine direkte Resynthese Milchsiure—Zucker im Muske] 
statthat, ist itiberhaupt noch ganz ungeklirt. 

Unter den Umwandlungsprodukten der Milchsiure ist die Brenz- 
traubensiiure das wichtigste, deren Bedeutung bei der Resynthese 
der Kohlenhydrate viele. Forscher wie besonders Embden (1925) 
hervorgehoben haben. Im Schema der Resynthese nehmen die 
Brenztraubensiure und der Acetaldehyd eine zentrale Stellung 
ein?). DaB die Kohlenhydratsynthese nicht direkt aus Milchsiiure 
erfolgt, sondern iiber die Dehydrierung der Milchsaéure zu Brenz- 
traubensiiure, ist zwar noch nicht bewiesen, muB jedoch als sehr 
wahrscheinlich bezeichnet werden *) 

Eine Reihe neuer Tatsachen, welche hinsichtlich des Kohlen- 
hydratabbaues und der daran beteiligten Aktivatoren gefunden 
worden sind, gestatten auch einen tieferen Einblick in die an 
der Resynthese beteiligten Vorgiinge. Was die Aktivatoren be- 
trifit, so wurde die Co-Zymase bisher als ein Aktivator des Kohlen- 
hydratabbaues studiert. Im Verlauf des letzten Jahres konnte die 
Rolle der Co-Zymase in erster Linie ihre wasserstoffiibertragende 
Fihigkeit, ihre Beteiligung an der Phosphorylierung und besonders 


1) er Lohmann u. Meier, Biochem. Z. 157, 


482 ated 
vgl. in diesem Zusammenhang Takane, Biochem. Z. 171, 408 (1926 
*) Euler, Biochem. Z. 164, 18 (1925); vgl. auch Euler u. Myr etal. 


Sv. Kem. Tidskr. 37, 173 (1925). 
‘) Euler u. Martius, Ebenda Nr. 25 (1933); vgl. auch Wieland, 
Claren u. Pramanik, Liebigs Ann. 507, 203 (1933) 
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Zur Kenntnis der Kohlenhydrat-Resynthese in der Leber. 3 


ihre Zusammensetzung aus 1 Mol. Adenin, 1 Mol. Nicotinsiureamid, 
2 Mol. Ribose und 2 Mol. Phosphorsiure durch die Untersuchungen 
dieses Instituts aufgeklirt werden. 

Von den erwihnten Resultaten ausgehend, haben wir unsere 
Untersuchungen iiber die Resynthese mit der Fragestellung be- 
gonnen, ob und wie die Aktivatoren sich auf die Gegenreaktionen der 
in den Zuckerabbau eingehenden Reaktionsphasen geltend machen. 

Die Co-Zymase wurde als Co-Knzym der Oxydoreduktion be- 
reits von Kuler und Nilsson!) erkannt. Durch die Untersuchung 
von Kuler, Adler und Hellstrém?) wurde erstmalig ihre 
wasserstoffibertragende Wirkung dargetan, welche bei 
Girung wie beim Kohlenhydratabbau im Muskel eine auBerordent- 
lich bedeutende Rolle spielt. DaB auBerdem durch Zusatz von 
Co-Zymase-Priparaten die Phosphatiiberfiihrung vermittelt wird, 
ist durch Versuche von Giinther*) und von Vestin*) und von 
Adler gezeigt worden. Allerdings handelt es sich hierbei nicht 
um die Wirkung der unveriinderten Co-Zymase [Kuler, Vestin, 
Heiwinkel, Sv. Kem. Tidskr. 48, 176 (1936)). 

Auf einen EinfluB von Purinderivaten auf die Kohlenhydratsynthesen 
im lebenden Organismus wurde von Watanabe’) hingewiesen, welcher 
Versuche angestellt hat iiber die Glykogenbildung aus Glucose in der Leber 
und im Muskel und iiber die Abhingigkeit dieser Synthese vom Gehalt an 
Adenylsiure und Gallensiure. 

Die Co-Zymase kommt in der Leber ziemlich reichlich vor‘), 
wird aber leicht von den Enzymen dieses Organs (besonders von den 
Phosphatasen) angegriffen, weshalb Leberpraiparate schon nach recht 
kurzer Zeit nur einen geringen Co-Zymasegehalt aufweisen. Eine 
eventl. Kinwirkung von Co-Zymase auf die Resynthese konnte des- 
wegen schon bei einfachem Zusatz derselben zum Vorschein kommen. 

Nach ganz neuen Versuchen von Vestin und Heiwinkel 
scheint die inaktivierte Co-Zymase (welche also ihr Nicotinsiure- 
amid verloren hat), die PO,-Ubertragung zu vermitteln. Durch 
die Versuche von Adler und von Giinther und Vestin war 
bereits gezeigt worden, daf die inaktivierte Co-Zymase in héherem 


1) Euler u. Nilsson, Diese Z. 149, 44 (1925). 

*) Euler, Adler u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 47, 290 (1935). 

8) Euler u. Giinther, Diese Z. 235, 104 (1935); 237, 221 (1935); 239, 
83 (1936). 

*) Euler u. Vestin, Diese Z. 23%, 1 (1935); Euler u., Adler, Sv. 
Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 12 (1935); Vestin, Diese Z. 240, 99 (1936). 

5) Watanabe, Biochem. Z. 255, 155 (1932). 

6) Sym, Nilsson u. Euler, Diese Z. 190, 228 (1930). 
‘> 


































4 Hans von Euler und Gunnar Giinther, 


Grad PO,-iibertragend wirkt als die unbehandelte Co-Zymase. Die 
Rolle der Co-Zymase, bisher als wasserstoffiibertragendes Co-Enzym 
bei Kohlenhydrat-Abbaureaktionen erkannt, ist durch die Versuche 
von Adler und Hellstrém!) weiter studiert worden’). 


Bestimmungsmethoden. 

Milchsiiure wurde titrimetrisch nach der modifizierten Methode von 
Fiirth-Charnas bestimmt. Eiweii wurde mit Natriumwolframat und 
Schwefelsiiure ausgefillt, Kohlenhydrate mit Kupfersulfat und Kalk. 

Die Kohlenhydrate wurden nach Hagedorn-Jensen bestimmt, in 
der Weise, wie ausfiihrlich in Biochem. Z. 171, 385 (1926) beschrieben ist. 
Niedrige Kohlenhydrate wurden aus den Schnitten mit Alkohol extrahiert 
und der Riickstand wurde in der Kalilauge nach Pfliiger zerkocht, worauf 
das Glykogen ausgefillt wurde. Das ausgefiillte Glykogen und der ein- 
gedunstete Alkoholextrakt werden in Wasser gelést und in 1 n-HCl hydro- 
lysiert, worauf die Reduktion des freigemachten Zuckers bestimmt wird. 

Herstellung der Gewebeschnitte. — Die aus den frischen Lebern 
hergestellten Schnitte wurden ohne vorhergehende Anfeuchtung in Ringer- 
lésung unmittelbar gewogen und in den Reaktionskolben eingefiihrt. Es 
ist wesentlich, dab die Schnitte nicht zu dick gemacht werden. Im all- 
gemeinen betrug die Dicke unserer Schnitte etwa 0,5 mm. 

Priparate. — Das nach Euler, Albers und Schlenk) tiber 
das Kupfersalz dargestellte Co-Zymasepriiparat verdanken wir Herrn Dr. 
Schlenk. Seine Wirksamkeit betrug ACo = 400000. 


Versuche. 


Vorversuch: Konstanz des Kohlenhydratgehaltes 
in verschiedenen Leberschnitten. 
Schnitte verschiedener Teile von Lebern. 





Summe 











a ., Niedriges ‘ 

Schnittgewicht | Kohienhydrat | 9, | Slykogen | o | Kohlenhydrat 
mg mg mg fo 

Normale Ratte 
128,1 1,10 0,86 2,75 2,15 3,01 
143,0 1,30 0,91 2,77 1,93 2,84 
94,6 0,855 0,90 2.01 2,12 3,02 
Hungerratte 

43,1 0,375 0,87 0,06 0,14 1,01 
18,5 0,662 0,84 0,11 0,14 0,98 
91,1 0,725 0,80 0,18 0,14 0,94 






















Die in obiger Tabelle untersuchte Hungerratte hatte einen 
Tag lang ohne Nahrung gelebt. Der Kohlenhydratgehalt ist in 


1) Adler, Hellstrém u. Euler, Diese Z. 241, 239 (1936) ; 242, 225 (1936). 
*) Beziigl. des Nicotinsiureamidrestes vgl. die auBerordentlich wichtigen 
Modellversuche von Karrer, Schwarzenbach, Benz u. Solmssen, 
Helvet. chim. Acta 19, 811 (1936). 
8) Diese Z. 237, I (1935). 
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Zur Kenntnis der Kohlenhydrat-Resynthese in der Leber. 5 


den verschiedenen Schnitten ziemlich konstant. Der Glykogen- 
gehalt der Hungerratten ist im allgemeinen unbedeutend im Ver- 
hiltnis zur Menge der iibrigen Kohlenhydrate. 





Konstanz des Milchelaregehelte im Xaheesshantt. 


Suluaitigewieht Milchsiure "lo 








115,0 0,17 0,15 
60,4 0,07 0,11 
111,0 0,17 0,15 
98,7 0,20 0,22 


Der Gehalt der Milchsiure ist ziemlich gering; im allgemeinen 
ist aber die Konstanz nicht so gut. 


Inaktivierung der Co-Zymase im Leberschnitt. 

Die verwendeten Leberschnitte wogen etwa 100 mg und befanden sich 
in je 2cem Ringerlésung. Die Co-Zymase wurde in einer Menge von 1,0 mg 
zugegeben. Nach verschiedenen Zeiten wurden 0,2 ccm herausgenommen 
und die Co-Zymase im Giirungsversuch bestimmt. 

Reaktionszeit 
in Min. bei 20° 
Rel. Aktivitiit 100 72 64 51 
Nach etwa 4 Stunden ist etwa die halbe zugesetzte Menge 


Co-Zymase inaktiviert. 


0 60 120 240 900 


Einwirkung von Co-Zymase auf die Kohlenhydratsynthese. 

Bei den verschiedenen Versuchen wurde Leber von Ratten, welche 
einen Tag gehungert haben, verwendet, in einigen Fiillen auch Leber von 
Meerschweinchen. Die Leberschnitte wurden so schnell als méglich nach 
der Herausnahme der Leber aus dem frisch geschlachteten Tier angefertigt. 
Die Schnitte wurden nach der Wigung in kleine Kolben + 1 cem Ringer- 
lésung eingefiihrt, welche die verschiedenen Zusiitze enthielten, worauf reiner 
Sauerstoff eingeleitet wurde und die Kolben abgeschlossen wurden. Die 
Versuchszeit betrug 4—5 Stunden unter langsamem Schiitteln bei 20°. An 
denjenigen Proben, zu welchen Co-Zymase zugesetzt war, mu eine Korrek- 
tion fiir das eigene Reduktionsvermégen der Co-Zymase angebracht werden. 
Fiir 0,1 mg Co-Zymase macht diese Korrektion 0,04 mg aus, berechnet als 
Glucose (Hagedorn-Jensen). Diese Korrektion ist an den Proben fiir 
die Zeit 0 angebracht worden. 


Durch unsere Versuche werden zuniichst die Beobachtungen 
von Takane’) im wesentlichen bestitigt. Durch Zusatz von Lactat 
(der Lactatgehalt in der Reaktionsmischung war 0,02n) zu den 
incubierten Leberschnitten nahm die Kohlenhydratmenge in den 
meisten Fallen zu, oder es trat eine Verminderung des Kohlen- 
hydratverbrauchs ein, welcher im allgemeinen bei der Incubation 


| 2) Biochem. Z. 171, 403 (1926). 
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Tabelle 1. 


Kohlenhydratbestimmung. Hungerratten. 





——$—$_—— — _~— — ae " — 
os . 
0 Minuten 240 Minuten i f 
. B.S 
Zusatz ee a ae ee ee TT aoe RS 
; ‘i ed — oe” 
zur Ringerlésung | Schnitt- | ,- _y.., | Schnitt- | om ms d 
gewicht | Kohlenhydrat gewicht | Kohlenhydrat g = | 
mg | mg ‘. mg | mg | %, mg 
168,6 0,455 | 0,27 78,5 | 0,225 | 0,28 | + 0,016 
Lactat 141,4 0,365 | 0,26 82,8 | 0,275 | 0,33 + 0,062 
Lactat + 0,1 mg | 
Co-Zymase (85,8) | 0,272 | (0,32) 85,8 0,420 | 0,49 + 0,173 
77,8 | 0,180 | 0,23 99,4 | 0,222 0,22 | — 0,007 I 
Lactat a a — 125,8 | 0,488 | 0,385 | + 0,118 


Co-Zymase 0,1 mg | (111,5) | 0,296 | (0,26) 111,5 | 0,275 | 0,25 — 0,015 
Lactat + 0,1 mg | | 
Co-Zymase (115,0) | 0,304 | (0,26) 115,0 | 0,540 | 0,47 + 0,205 


— 86,4 | 1.33 1,54 130,3 | 1,79 | 1,37 — 0,169 
Lactat - 133,7 | 2,02 1,51 — 00308 
Co-Zymase 0,1 mg | (171,7) | 2,68 (1,56) 171,7 | 2,43 | 1,42 — 0,146 
Lactat + Co-Zymase | (151,4) | 2,87 | (1,56) 151,4 | 2,52 | 1,67 + 0,099 





























— 40,5 | 0,215 | 0,53 41,8 | 0,215 | 0,51 | — 0,017 
Lactat me — — 52,8 | 0,300 | 0,57 + 0,038— 7" 
Lactat + 0,1 mg | 
Co-Zymase (34,7) | 0,224 | (0,65) 34,7 | 0,322 | 0,93 + 0,285 
it _ _ — | 120,2 | 3,20 | 2,65 
Lactat —_ - —_ 117,7 | 3,14 2,66 — 
Lactat + Co-Zymase ~— — | oo 127,5 | (3,59) 2,79 == 
| 3.54 
korr. 
*) Nicht Hungerratte. Pyru 
Tabelle 2a. 
Kohlenhydratbestimmung. Meerschweinchen Nr. 50, abgemagert. 
— — mune anna 9% 
; ; a Ss 
0 Minuten 300 Minuten soe » &® Pyru 
| eo 
Zusatz nighties wnorianapeti + 5 aon 
Jincerlis ‘ itt- Sehnitt- Oo & ,, 
zur Ringerlosung | Schnitt ' Koblenhydrat | S°2™t- | Kohlenhydrat |= Sf VO 
4 , 4 <i hy 
mg mg mh mg mg "he mg st: 
81,7 210 | 257 | 85,9 | 1,88 | 219 | -ossg 3 
Lactat — — 77,0 1,85 2,40 — 0,17 
desgl. _ =~ — 93,4 2,24 2,40 — 0,1% zi 
Lactat + 0,1 mg {] (106,7) 2,78 | (2,61 106,% 2,12 2,55 — 0,06 V 
Co-Zymase \} (125,6) | 3,26 | (2,60) 125,6 3,49 2,78 + 0,18 
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Zur Kenntnis der Kohlenhydrat-Resynthese in der Leber. r 


Tabelle 2b. 





Milchsiurebestimmung (Heiwinke)). 





























; ; Ande d 
0 Minuten | 300 Minuten isdedees. 
7 Schnitt- | cae 
med gewicht 5° 
zur Ringerlésung Milchsiiure per 100 mg 
Frischgewicht 
mg mg | % | mg a mg 
- 73,9 | 0,17 0,22 | ~ = 
Lactat — 225; — |} — | — — 
sna 106,7 | — | — | 0,28 | 0,22 0,00 
122,4 | (2,52)| (2,06)| 2,24 | 1,83 — 0,23 
Lactat 1011 | (2,47) | (244)| 263?) — aa 
Lactat + 0,1 mg 140,6 | (2,56) | (1,82); 2,03 | 1,44 — 0,38 
Co-Zymase 123,1 (2,52) | (2,05)| 2,14 | 1,74 — 0,31 
Tabelle 3. 
Kohlenhydratbestimmung. 
‘ aes Tr ee 
. _ : ' y 3 ao 
0 Minuten 300 Minuten ~e > & i 
P> S&S 
Zusatz — a be SEES & 
zur Ringerlésun Schnitt- Schnitt- | $2 ELS 
8 8 Kohlenhydrat . 1,|Kohlenhydrat} 3S 92.2 
gewicht | : gewicht | aa “< 
| 
=e ei ee | | | 
Hungermeerschweinchen 
_ 112,1 | 3,51 | 8,18 84,8 | 248 | 292 | —0,11 
— 120,0 | 3,51 | 2,93 — | — — 
Pyruvinat —- |; — — 88,0 3,15 3,58 + 0,55 
desgl. —-_ | — | — 111,6 3,60 3,23 + 0,20 
Pyruvinat + 0,1 mg (93,0) | 2,86 | (3,08) 93,0 | 3,14 3,37 + 0,29 
Co-Zymase (115,9) | 3,55 | (3,07) | 115,9 | 3,95 | 3,41 | +0,34 
Hungerratte 
_ 121,3 | 0,688 | 0,57 96,0 | 0,585 | 0,61 | + 0,039 
Pyruvinat —_ |} — wed 100,2 | 0,868 | 0,87 | + 0,298 
Pyruvinat + 0,1 mg | 
Co-Zymase (102,1) | (0,622)| (0,61) | 102,1 | 0,930 0,91 | + 0,807 





von Leberschnitten ohne Zusatz statthat. 








Ein solcher Kohlen- 


hydratverbrauch scheint indessen nicht in denjenigen Schnitten 
stattzufinden, welche einen sehr geringen Gehalt von Kohlen- 
hydraten zeigen (Tab. 1). 

In mehreren Fallen wurden auch Parallelbestimmungen be- 
ziiglich des Verschwindens von Milchsiure ausgefiihrt. Ein solcher 
Versuch findet sich in Tab. 2; bei diesem Versuch war die Leber 
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Tabelle 4. 
Kohlenhydratbestimmung. 















, SE x 
0 Minuten 300 Minuten —. 6 
oD 5 toc 
‘aaa watiy a BSE 
Ringerlésung + ii ie cal it A 30 =” 
Schnitt- | k ohlenhydrat Schnitt- _Kohlenhydrat |'"5 4 
gewicht | . ; gewicht he 
P — 
mg | mg {| mg {| mg; % mg 
nas 80,5 | 0,648 | 0,58 74,6 | 0,402 0,54 | — 0,04 
Lactat —- |;-— — 73,5 | 0,458 | 0,62 + 0,04 
Extrakt aus Muskel*) ie 1,27 | — 1,24 | — 
desgl. —- |; — |} = 97,9 | (1,62) | 0,39 — 0,19 
| | 0,38 | 
Muskelextrakt —- | — | =— 121,5 | (2,01) | 0,63 + 0,05 
+ Lactat 0,77 | 











*) Kalte Extraktion mit Ringerlésung und Auspressung der Muskel mit 
darauf folgender Filtrierung. 


eines sehr stark abgemagerten Meerschweinchens Nr. 50 (Diat: 
Simolas C-freie Grundkost + Alkoholextrakt aus schwarzen Jo- 
hannisbeeren) zur Anwendung gekommen. ‘Trotz ihrer Magerkeit 
besitzen diese Tiere im Verhiltnis zu Ratten, welche nur 1 bis 
2 Tage gehungert hatten, einen ziemlich hohen Kohlenhydratgehalt 
in der Leber. Die Genauigkeit der Milchsiurebestimmungen ist 
kleiner als diejenige fiir die Kohlenhydrate; immerhin konnte man 
stets eine Abnahme des Lactats nach der Incubation beobachten. 

Kine Kohlenhydratzunahme konnte auch nachgewiesen werden 
bei dem Austausch von Lactat gegen Pyruvinat (Tab. 8). 

Bei noch weiterem Zusatz von Co-Zymase (0,1 mg) konnte 
in der Mehrzahl der Fille eine ausgesprochene VergréBerung der 
Kohlenhydratmenge nachgewiesen werden. Auch das Verschwinden 
der Milchsiure nahm in der genannten Periode zu (Tab. 1 und 2). 

Die Versuche mit Pyruvinat waren dagegen sehr unregelmiabig, 
so daB es nicht méglich ist, iiber diese Versuche eine bestimmte 
Auffassung auszusprechen. Weitere Versuche sind erforderlich, 
um eine Kinsicht zu gewinnen iiber die verschiedenen Teilreak- 
tionen und iiber die Rolle der Co-Zymase bei denselben. 

Was die Rolle der Co-Zymase bei der von uns studierten 
Resynthese betrifft, so ist zunichst in Betracht zu ziehen, daB 
sie an der Uberfiihrung der Milchsiiure in Brenztraubensiure be- 
teiligt ist. 


per 
Frischgewicht 
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Uber die Bildung des Hexose-monophosphorsaure-esters 
und dessen Umwandlung 
in Fructose-diphosphorsaure-ester im Muskel.*) 


AUTEN NYy arat- 
menge 


per 100mg 


Frisch ¥€ 


Von 

ms P. Ostern, J. A. Guthke und J. Terszakowee. 
0,04 Mit 1 Figur im Text. 

0,04 

— (Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Lwéw [Lemberg]}). 
0.19 (Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1936.) 

0,05 

ini I. Einleitung. 

Die Ansichten iiber die Funktion der beiden Phosphorsiure- 
| ester im Verlauf der Glykolyse haben mehrmals gewechselt, seit- 
at: dem von Embden die Bindung des Kohlenhydrats an Phosphor- 
Jo- siure als Intermediirvorgang bei der Bildung von Milchsiure 
et aus Glykogen erkannt worden ist. Bekanntlich wurde zuerst der 
bis Fructose-diphosphorsiure-ester (Harden Young Ester), der unter 
alt experimentellen Bedingungen im Muskelbrei oder Auszug entsteht, 
1st als das wichtigste Zwischenprodukt der Spaltung angesehen; 
=n nach der Entdeckung, da nur der gemischte Hexose-monophosphor- 
ma. siure-ester (Embdenester) im intakten Muskel vorkommt, wurde 
-_ dieser Kérper — seit 1926 — von G. Embden und seiner Schule 

als das ,,Lactacidogen“ betrachtet*). Nach der Aufstellung des 
te neuen Schemas’) der Glykogenolyse (1933) trat die Fructose- 
wal diphosphorsiure wieder in den Vordergrund, als die erste Inter- 
sag mediirstufe beim Abbau des Glykogens zu Milchsiure. Der 
), Hexose-monophosphorsiure wurde dann entweder die Rolle eines 
8» »stabilisierungsproduktes“ zugeschrieben, oder man betrachtete sie, 
le wie Cori und Cori’), als Anfangsprodukt anderer Umwandlungen. 
h, Der Mechanismus der Entstehung der Zucker-phosphorsiure-ester 
48 aus Glykogen und Phosphat war nicht bekannt: die Meyerhofsche 

Schule‘) nimmt an, daB sowohl zur Bildung von Hexose-mono- 
: phosphat als Hexose-diphosphorsiure das Co-Ferment-System — 


- *) Die vorliufigen Mitteilungen iiber die wichtigsten Resultate dieser 
Arbeit sind erschienen: C. r. Soc. Biol. Paris 120, 307 (1935); 121, 282, 
1133 (1936); Sprawozdania Tw-a Naukowego we Lwowie XVI, Z. 1. 
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Adenosin-triphosphorsiure und Mg — notwendig ist, und daB unter 
seiner Mitwirkung und unter gleichzeitigem Zerfall des Adenin- 
derivats Glykogen mit anorganischem Phosphat verestert wird, 


Die Vorstellung, daB Fructose-diphosphorsiiure aus Glykogen 
und Adenosin-triphosphorsiure (ATP) aufgebaut wird, ist zuerst 
von Parnas und Ostern im Jahre 1934 formuliert worden, 
und sie bildet ein Glied des Glykolyseschemas, das dann in 
weiteren Arbeiten ausgebaut worden ist®*%), In diesem Schema 
nimmt die Adenosin-triphosphorsiure eine zentrale Stellung ein, 
indem sie das Zwischenglied des intermolekularen Phosphat- 
austausches bildet, der in zwei bestimmten Reaktionen erfolgt. Die 
Adenosin-triphosphorsiiure (ATP) iibertragt im Anfang der Glyko- 
genolyse ihre labilen Phosphatgruppen auf das Kohlenhydrat, 
unter Bildung von Hexose-diphosphat; und aus Phosphorbrenz- 
traubensiure, einem phosphorylierten Zwischenprodukt der Spaltung 
dieses Diesters, wird unter Riickbildung der Adenosin-triphosphor- 
siure der Phosphatrest wieder auf Adenylsiure iibertragen. Das 
Schema von Parnas und Ostern stiitzte sich auf die Entdeckung 
der Phosphatibertragung aus Phosphor-brenztraubensiure auf 
Adenylsiure: die andere Ubertragung, aus ATP auf das Kohlen- 
hydrat, wurde aus bereits bekannten Tatsachen erschlossen, 
besonders daraus, daB beim Zerfall der ATP und des Glykogens 
im mit Jodacetat (JA) vergifteten Muskel das Phosphat nicht frei, 
sondern in Form von Estern vorgefunden wird 9). 

In diesem Schema bleibt jedoch die Rolle der Hexose-mono- 
phosphorsiure unberiicksichtigt, welche nach den Untersuchungen 
von Embden, Lohmann und insbesondere Cori und Cori’) 
der einzige Zuckerester ist, der im intakten, und zwar sowohl im 
ermiideten als auch unermiideten Muskel vorkommt, und eben- 
sowenig die Art, wie das anorganische Phosphat in den Kreislauf 
der Glykogenolyse eingreift. Die Mitwirkung von anorganischen 
Phosphaten geht aus vielen alteren Arbeiten hervor; und iberdies 
konnte nachgewiesen werden, da [entgegen der Ansicht von 
Lohmann‘)] die Esterbildung aus Phosphat und Glykogen auch 
ohne das Co-Ferment-System erfolgen kann. Parnas, Ostern und 
Mann") beobachteten im Jodacetat-vergifteten Froschmuskelbrei 
nach vollstiindiger Dephosphorylierung und Desaminierung der Ade- 
nosin-triphosphorsiure einen Schwund von anorganischem Phosphat 
unter gleichzeitiger Bildung eines schwerhydrolysierbaren Zucker- 
phosphorsiure-esters. Noch deutlicher ging dies aus Versuchen 
von Parnas und Baranowski§) an autolysierten und dialysierten 
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Uber die Bildung des Hexose-monophosphorsiiure-esters usw. 11 


Kaninchenmuskel-extrakten hervor: Co-Ferment-freieExtrakte bilden 
aus anorganischem Phosphat und Glykogen einen schwerhydro- 
lysierbaren Zucker-phosphorsiure-ester, dessen Hydrolysekurve 
dem Embdenester entspricht. Parnas und Baranowski nahmen 
an, daB der Embdensche Ester ein Intermediirprodukt bei der 
Synthese des Harden-Young-Esters ist, und zwar in folgenden 
Reaktionen: 
I. Glykogen + Phosphorsiiure = Hexose-monophosphorsiiure 
II. 2 Hexose-monophosphorsiure + Adenosin-triphosphorsiure = 
2 Fructose-diphosphorsiure + Adenylsiure. 


Unter ihren Versuchsbedingungen lieB sich jedoch die in der 
Gleichung II dargestellte Reaktion nicht realisieren. Wir haben, 
nachdem Herr Baranowski dieses Institut verlassen hat, die 
Bearbeitung derselben Frage aufgenommen. 

Es haben auch Beobachtungen iiber die Geschwindigkeit der 
Ammoniakbildung aus Adenosin-triphosphorsiiure auf eine direkte 
Reaktion zwischen ATP und Hexose-monophosphorsiure-ester 
hingewiesen. 

Adenosin-triphosphorsiiure wird in Gegenwart der Hexose- 
monophosphorsiiure viel rascher desaminiert als ohne Zusatz 
dieses Stoffes. Dies hat schon friiher Frau C. Lutwak-Mann 
am Froschmuskelbrei gefunden, der Effekt war aber nicht immer 
reproduzierbar und lieB sich in keine Beziehung zum Phosphat- 
kreislauf bringen. Der EinfluB auf die Desaminierung der Adenosin- 
triphosphorsiure kénnte damit erklirt werden, daB die Hexose- 
monophosphorsiure als Acceptor fiir die labilen Phosphatreste 
der Adenosin-triphosphorsiure ihre Spaltung zu Adenylsiure be- 
schleunigt. Die Adenylsiiure wird durch Muskelenzyme bekannt- 
lich rasch desaminiert, so daB die Beschleunigung der Dephosphory- 
lierung der Adenosin-triphosphorsiure sich auch in der Desami- 
nierung auswirkt. Die Dephosphorylierung ist also derjenige 
Vorgang, der die Geschwindigkeit der Desaminierung der Adenosin- 
triphosphorsiure bestimmt, sofern nicht die gebildete Adenylsiure 
durch ebenso schnell oder schneller verlaufende Prozesse, sei es 
aus dem Phosphokreatin (frischer Muskel, Anfangsstadium), sei 
es durch Phosphobrenztraubensiure (spiiteres Stadium) zu Adenosin- 
triphosphorsiiure wieder aufgebaut wird, welche fiir das desami- 
nierende Enzym des Muskels unangreifbar ist. 

Die Ammoniakbildung hat uns oft als Indikator der glyko- 
lytischen Vorgiinge im Muskel gedient. Alle Stoffe, welche die 
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Synthese der Adenosin-triphosphorsiiure aus Adenylsiure unter 


den gegebenen Bedingungen bewirken, hemmen die Ammoniak- 
bildung, und eine Ammoniakbestimmung kann schon den Auf- 
schlu8 dariiber bringen, ob die untersuchte Substanz in einen 


gegeniiber der Adenylsiure als Phosphatdonator wirkenden Stoff 


umgewandelt wird, oder nicht. In dieser Arbeit machten wir von 
der umgekehrten Methode Gebrauch. Die Steigerung der 
Ammoniakbildung durch ein Intermediirprodukt der 
Glykogenolyse betrachten wir als Ausdruck seiner 
Acceptorwirkung gegeniiber den labilen Phosphatresten 
der Adenosin-triphosphorsiure. Niemals aber stiitzten wir 
uns ausschlieBlich auf die Ergebnisse der Ammoniakbestimmungen, 
alle Befunde sind auf Analysen der Phosphatfraktionen und in 
den meisten Fallen auf die priparative Darstellung der Ester 
gestiitzt. Daraus, daB ein Intermediirstoff der Glykolyse Ammoniak- 
bildung beschleunigt, ist nicht mit derselben Sicherheit zu schlieBen, 
daB er ein bevorzugter Phosphatacceptor aus der Adenosin- 
triphosphorsiure ist, wie aus der vollstindigen, aber zeitlich 
beschrinkten Unterdriickung der Ammoniakbildung 
auf die Phosphat-donator-rolle eines Intermediiirstoffes ge- 
schlossen werden kann. 

In unserer Auffassung iiber den Mechanismus der aktivierenden 
Wirkung der Hexose-monophosphorsiure auf die Desaminierung 
der Adenosin-triphosphorsiure bestirkte uns die Tatsache, dab 
dabei trotz der starken Ammoniakbildung nur wenig anorganisches 
Phosphat in Freiheit gesetzt wird. Da anorganisches Phosphat 
im dialysierten und inaktivierten Muskelextrakt mit Hexose- 
monophosphorsiure nicht verestert wird, so war der SchluB be- 
rechtigt, da die Phosphatreste der Adenosin-triphosphorsiure 
direkt auf die Hexose-monophosphorsiure iibertragen werden. 
Aus Analysen der Phosphatfraktionen ging hervor, daB in der 
Reaktion zwischen Adenosin-triphosphorsiure und der Hexose- 
monophosphorsiure ein leicht hydrolysierbarer Ester gebildet 
wird, welcher seiner Hydrolysekurve nach Fructose-diphosphor- 
siure sein konnte. Es gelang dann, in konzentrierten Extrakten, 
in welchen der weitere Abbau der Fructose-diphosphorsiure durch 
Jodacetat gehemmt war, priparativ aus Hexose-monophosphor- 
siure und Adenosin-triphosphorsiure den Fructose-diphosphor- 
siure-ester darzustellen. DaB es sich hierbei um eine unmittel- 
bare Phosphatiibertragung handelt, ging wieder daraus hervor, 
da8 Hexose-monophosphorsiure mit anorganischem Phosphat 
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Uber die Bildung des Hexose-monophosphorsiiure-esters usw. 18 


nicht verestert wird, so da eine intermediire Freisetzung von 
Phosphaten aus der Adenosin-triphosphorsiure gar nicht in Frage 
kommt. Da8B eine Umwandlung von Hexose-monophosphorsiure- 
ester in den Diester unter Spaltung der Adenosin-triphosphorsiure 
in Blutkérperchen stattfindet, hat vor kurzem Z. Dische beob- 
achtet?*), DaB der Autor seine Beobachtung so deutet, daB es 
sich um eine vielleicht nur energetische Kopplung“ handelt (im 
Original gesperrt), zeigt nur, wie schwer man von bestimmten 
Denkgewohnheiten loskommt, beeintriichtigt aber weder die Be- 
deutung der Entdeckung noch ihre Prioritit. 

Die Spaltung der Adenosin-triphosphorsiure wird nur in 
solchen Extrakten gesteigert, in welchen die Milchsiiurebildung 
durch lingere Dialyse oder durch Jodacetat aufgehoben ist. 
In frischen oder reaktivierten Muskelextrakten besteht keine 
Aktivierung der Ammoniakbildung durch Hexose-monophosphor- 
siure, sondern vielmehr eine Hemmung. Die Erklirung dafiir ist 
einfach: bei Milchsiurebildung treten Phospho-glycerin- bzw. 
Phospho-brenztraubensiure als obligate Zwischenprodukte der 
Glykolyse auf; ihre Dephosphorylierung zur Brenztraubensiure 
kann nur durch direkte Ubertragung der Phosphatreste auf die 
Adenylsiure erfolgen, und dies ist ebenso ein obligates Zwischen- 
lied der glykogenolytischen Reaktionskette. 

Falls unsere Annahme richtig ist, da Hexose-monophosphor- 
siure-ester nur auf dem Wege iiber den Harden-Young-Ester 
zu Milchsiiure abgebaut wird, so ist zu erwarten, daB der letztere 
die Ammoniakbildung stiarker hemmt als Hexose-monophosphor- 
siure. Dies ist tatsichlich der Fall. Die Desaminierung der 
Adenosin-triphosphorsiure wird in glykolytisch wirksamen Muskel- 
extrakten durch Fructose-diphosphorsiure fiir einige Zeit auf- 
gehoben. 

Unsere Versuche ergaben zwar, daB Hexose-monophosphor- 
siure mit der Adenosin-triphosphorsiure unmittelbar reagiert und 
daB das Reaktionsprodukt dann weiter nach dem Embden- 
Meyerhof-Schema zu Milchsiure abgebaut wird, es stand jedoch 
der Beweis aus, daB auch das Glykogen auf dem Wege iiber 
Hexose-monophosphorsiure gespalten wird. Vielleicht kann die 
Adenosin-triphosphorsiure ihre Phosphatgruppen sowohl auf 
Glykogen, als auch auf Hexose-monophosphorsiure iibertragen; 
dann wiirde in Muskelextrakten, welche keine Hexose-mono-phos- 
phorsiure enthalten, vielleicht nur der erste Weg (A) eingeschlagen, 
bei Gegenwart von Phosphat oder Embden-Kster der zweite (B). 
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A III Glykogen + ATP + H,O = Harden- Y oung- Ester + Adenylsiure 
B I Glykogen + H,PO,——»> Hexose-monophosphorsiure 
IV 2 Hexose-monophosphorsiure + ATP —-> Harden-Young- Ester 

Versuche iiber die Ammoniakbildung aus der Adenosin- 
triphosphorsiure brachten keine Entscheidung. Glykogen aktiviert 
zwar die Ammoniakbildung in Jodacetat-vergifteten Extrakten, 
und hemmt sie in frischen Muskelausziigen etwas schwicher als 
die Hexose-monophosphorsiiure, aber die Unterschiede sind nicht 
so grob, um daraus einen Schlu8 auf die intermediire Rolle des 
Embden-Esters beim Abbau des Glykogens ziehen zu kénnen. 
Nun hat Lundsgaard’®) die wichtige Beobachtung gemacht, 
daB Phlorrhizin sowohl die Veresterung von Glykogen als auch 
die Phosphat-abspaltung aus Zuckerphosphorsiiure—Kstern im 
Muskelbrei hemmt. Wir kénnen dies bestiitigen, finden aber, 
dab direkte Phosphat-iibertragungen viel weniger gehemmt werden, 
als die Veresterung von anorganischem Phosphat. Die Phospho- 
rylierung des Embden-Esters durch Adenosin-triphosphorsiure 
erfolgt noch bei einer solchen Konzentration von Phlorrhizin, 
bei der die Bildung von Hexose-monophosphorsiure aus Glykogen 
und anorganischem Phosphat aufgehoben ist. Die Phlorrhizin- 
vergiftung bietet demnach die experimentellen Bedingungen, um 
direkte Ubertragungen der leicht hydrolysierbaren Phosphat- 
gruppen der Adenosin-triphosphorsiiure auf Glykogen und Hexose- 
monophosphorsaure zu studieren, unter AusschluB der Phosphorolyse 
des Glykogens durch anorganisches Phosphat. 

Ks zeigte sich, daB die Adenosin-triphosphorsiéure in Phlorrhi- 
zin-vergifteten inaktivierten Extrakten den Embden-Ester phos- 
phoryliert, nicht aber das Glykogen. Da nun Phlorrhizin auf 
die hydrolytische Spaltung von Glykogen keinen Einflu8 hat, so 
folgt, daB zwischen Glykogen und Adenosin-triphosphorsiure keine 
Reaktion stattfindet, es sei denn, daf das Phlorrhizin einen anderen 
Wirkungsmechanismus bei der Phosphatiibertragung aus AT'P auf 
den Embden-Ester hatte als auf Glykogen. Vorbedingung fiir 
die Bildung der Fructose-diphosphorsiiure aus Glykogen ist also 
die Phosphorolyse des Glykogens, d. h. Bildung von Hexose-mono- 
phosphorsaure. Jedenfalls ist dies der einzige Weg in Extrakten, 
welche anorganische Phosphate enthalten; man kann nachweisen, 
daB zugleich mit den labilen P-Gruppen der ATP auch anorga- 
nisches P mit Glykogen zu Fructose-diphosphorsiure verestert wird. 

Die Initialreaktion der Glykogenolyse im Schema von Parnas 
und Ostern®) besteht demnach aus mindestens 2 Teilvorgingen: 
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gunachst wird aus Glykogen und anorganischem Phosphat Hexose- 
monophosphorséure aufgebaut, und dann wird aus Adenosin-tri- 
phosphorsiure und Hexose-monophosphorsiure Fructose -diphos- 
phorsiure gebildet. Wir formulieren sie, nach dem Vorgang von 
Parnas und Ostern, folgendermafen?’): 
I Glykogen + H,PO, = Hexose-monophosphorsiure. 
V Hexose-monophosphorsiiure + Adenosin-triphosphorsiiure + H,O 
= Fructose-diphosphorsiiure + Adenylsiure + H,PO, 
VI Summe: Glykogen + Adenosin-triphosphorsiiure + H,O 
= Fructose-diphosphorsiure + Adenylsiure 

Fiir die zweite Reaktion ist neben V auch die Formulierung 
denkbar, die in Gleichung II gegeben worden ist. Wie sich weiter 
ergeben wird, scheint bei Milchsiiurebildung der in Gleichung V 
angegebene Weg eingeschlagen zu werden. 

Interessante Beziehungen ergeben sich fiir Milchsiurebildung 
und die Freisetzung von anorganischem Phosphat, wenn Glykogen, 
Hexose-monophosphorsiure und Fructose-diphosphorsiure als Sub- 
strate beniitzt werden, Autolysierte und durch Zusatz von Adenosin- 
triphosphorsiure reaktivierte Extrakte spalten Glykogen, Hexose- 
monophosphorsiiure und Fructose-diphosphorsiure mit fast gleicher 
Geschwindigkeit zu Milchsiure. In Gegenwart von Glykogen wird 
beinahe kein anorganisches Phosphat in Freiheit gesetzt; aus 
Fructose-diphosphorsiure doppelt soviel abgespalten, als aus 
Hexose-monophosphorsiure, und zwar pro Mol Milchsaure ungefahr 
1 Mol Phosphorsiiure. Diese Verhiltnisse driicken die folgenden 
Bilanzgleichungen aus. 

A, VI Glykogen*) + Adenosin-triphosphorsiiure + H,O 

= Fructose-diphosphorsiiure + Adenylsiure 
VII Fructose - diphosphorsiiure + Adenylsiure 

= 2Milchsiiure + Adenosin-triphosphorsiure 
Vill Summe: Glykogen + H, Ow 2 Milchsiure 


Bei Milchsiurebildung aus Glykogen besteht ein geschlossener 
Kreislauf der Phosphatgruppe, wie er im Schema von Parnas 
und Ostern formuliert worden ist. 

A, V Hexose-monophosphorsiiure + Adenosin-triphosphorsiure + H,O 
= Fructose-diphosphorsiiure + Adenylsiiure + H,PO, 
VII ___‘Fructose-diphosphorsiure + Adenylsidure 
= 2 Milchsiure + Adenosin-triphosphorsiure 


‘Summe: Hexose- monophosphorsiiure + H,O = 2 ? Milchsiiure + H,PO, 


" Geenitan ist immer die Glucoseeinheit des Glykogens 1/n-(C,H,,0,),. 
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Um die Abspaltung von '/, Mol Phosphorsiure auf 1 Mol 
Milchsiure zu erkliren, mu’ angenommen werden, da nur die 
eine Halfte des labilen Phosphats der Adenosin-triphosphorsiure 
auf Hexose-monophosphorsiure iibertragen wird, wahrend die 
andere in Freiheit gesetzt wird. Vielleicht findet dabei eine 
intermediire Bildung von Adenosin-diphosphorsiure statt. 


Die Spaltung der Fructose-diphosphorsiure erfolgt ohne Anteil 
von Adenosin-triphosphorsiure bis zur Phospho-brenztraubensiure. 
Der weitere Umsatz dieser Substanz besteht in der Reaktion 
mit Adenylsiure als dem unmittelbaren Phosphatacceptor. Die 
Bildung von Milchsiure hat zur Voraussetzung, daB zunichst die 
Adenosin-triphosphorsiure zu Adenylsiure gespalten wird, so dab 
sich folgende Gleichungen ergeben: 

A, X Adenosin-triphosphorsiure + 2H,O = Adenylsiiure + 2 H,PO, 

VII Fructose-diphosphorsiiure + Adenylsiiure = Adenosin- 

__ triphosphorsiure + 2 Milchsiure 





XI Summe: Fructose-diphosphorsiiure + 2H,O = 2+-Milchsiure + 2H,PO, 

Fiir 1 Mol Milchsiure entsteht also 1 Mol Phosphorsiure. Dies 
gilt, solange der Bestand an Adenosin-triphosphorsiure erhalten 
bleibt; oder aber, wenn die Menge der Adenosin-triphosphorsiure 
im Vergleich zum Substrat der Glykogenolyse so gering ist, dab 
ihre Dephosphorylierung in der Bilanz des abgespaltenen anor- 
ganischen Phosphors nicht ins Gewicht fillt. Wenn die Menge 
der Adenosin-triphosphorsiure auch noch so gering ist, so wird 
das gesamte im glykolytischen ProzeB aus dem Embden- 
oder Harden-Young-Ester freiwerdende Phosphat doch nur auf 
dem Wege -iiber Adenosin-triphosphorsiure frei. Darauf beruht 
die von Lohmann’) festgestellte T'atsache, daB die Milchsiure- 
bildung um so weniger Co-Ferment erfordert, je héher phosphory- 
liert das Ausgangsprodukt ist: daB also am wenigsten Co-Enzym 
fiir die gleiche Milchsiurebildung erfordert wird, wenn Fructose- 
diphosphorsiure glykolysiert wird. Im letzteren Falle funktioniert 
das Adenylsiuresystem ausschlieBlich als Phosphat-acceptor; und 
es ist anzunehmen, daB dann die (in dialysierten Extrakten bei 
Abwesenheit von Glykogen und Monoester langsame) hydrolytische 
Spaltung der Adenosin-triphosphorsiiure zu Adenylsiiure die Ge- 
schwindigkeit der Milchsiiurebildung bestimmt. Ist das Ausgangs- 
produkt Hexose-monophosphorsiure, so mu auBerdem ein Teil 
Adenosin-triphosphorsiure fiir deren Umwandlung in den Harden- 
Young-Ester verbraucht werden, und wird dabei — sekundir 
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durch Desaminierung — verlorengehen. In Gegenwart von iiber- 
schiissigem Phosphat verhilt sich das Glykogen, bei der groBen 
Geschwindigkeit der Bildung der Hexose-monophosphorsiure und 
bei gegebener Menge der Adenosin-triphosphorsaure vom Monoester 
nicht sehr verschieden: dies haben wir bestitigen kénnen. Ist 
aber wenig Phosphat und viel Glykogen zugegen, so wird in der 
Reaktionskette: 


X Adenosin-triphosphorsiiure + 2H,O -» Adenylsiiure + 2 H,PO, 
I 2Glykogen + 2H,PO, --» 2 Hexose-monophosphorsiure 


die Reaktion X durch Bindung des Reaktionsproduktes in Reak- 
tion I im Sinne des Pfeiles verschoben und das Co-Enzym kann 
eventuell aufgebraucht werden (da die Adenylsiure desaminiert 
wird), bevor die Phosphatreste iiber die Phospho-brenztrauben- 
siure unter Riickbildung der Adenosin-triphosphorsiure zuriick- 
strbmen. Damit ist es zu erklairen, daB Lohmann*) in manchen 
Versuchen Milchsiurebildung aus Fructose-diphosphorsiure findet, 
nicht aber aus Glykogen, und zwar in autolysierten Muskelextrakten, 
welche schon wenig Co-Ferment enthalten. 

Die fiir die Spaltung von Glykogen, Hexose-monophosphor- 
siure und Fructose-diphosphorsiiure formulierten Reaktionsketten 
gelten, wie schon erwihnt, nur so lange die Adenosin-triphos- 
phorsiure unzersetzt besteht. Nach volligem Verbrauch des 
Substrats wird aber die Adenosin-triphosphorsiure schlieBlich 
endgiltig desphosphoryliert und desaminiert. Wenn sie und das 
Substrat in vergleichbaren Mengen anwesend waren, so muB das 
von ihr abgespaltene Phosphat in Rechnung gesetzt werden, und 
es ergeben sich, z. B. bei Aaquimolekularen Ausgangsmengen der 
Adenosin-triphosphorsiiure und der Substrate (Glykogen, Mono- 
und Di-Ester) folgende Bilanzen fiir den Endzustand, in welchem 
das Substrat vollstindig zu Milchsiure, die Adenosin-triphosphor- 
siure zu Inosinsiure, Ammoniak und Phosphat abgebaut ist: 


C XII Glykogen + Adenosin-triphosphorsiiure + 4H,O = 2 Milchsiure 
+ 2H,PO, + Inosinsiure + NH, 
XIII Hexose-monophosphorsiure + Adenosin-triphosphorsiure + 4H,O 
= 2 Milchsiure + 3H,PO, + Inosinsiiure + NH, 
XIV_ Fructose-diphosphorsiure + Adenosin-triphosphorsiure + 5H,O 
= 2 Milchsiiure + 4H,PO, + Inosinsiure + NH, 


Zwischen den beiden Grenz-Formulieruugen (A und C) be- 
stehen Ubergiinge, so daB die wechselnden Beziehungen zwischen 
Milchsiurebildung und Phosphatabspaltung in Muskelausziigen, 
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welche von verschiedenen Autoren, insbesondere aber in den 


Forschungen von Embden und seiner Schule gefunden wurden, 


darin eingeschlossen sind. Auch die Zu- und Abnahme von 
Hexose-monophosphorsaure im intakten Muskel finden aus analogen 
Uberlegungen ihre Erklarung. 


Experimenteller Teil. 
I. Methoden. 


Alle Versuche dieser Arbeit sind an konz. wiBrigen Kaninchenmuskel 
extrakten ausgefiihrt worden. Die Extrakte bereiten wir in folgender Weise: 
Kaninchen werden durch Nackenschlag getétet, das Fleisch schnell abgelést 
und in einer groBen eisgekiihlten Fleischmaschine, wie sie fiir die Wurst- 
fabrikation verwendet wird, durch 2 Siebe (wie fiir Frankfurter Wiirstchen) 


getrieben. Man erhilt in wenigen Minuten einen feinen Muskelbrei, der | 


dann in einer Kiltemischung bis zum Anfrieren abgekihlt, mit derselben 
Gewichtsmenge eiskalten Wassers einige Minuten griindlich gemischt und 
durch ein Tuch gepreBt wird. Das Filtrat wird mit Natronlauge auf py, 7 
neutralisiert (frischer Muskelextrakt). 

Falls die in frischen Muskelextrakten enthaltene Adenosin-triphos- 
phorsiure zerstért werden soll, lassen wir die Extrakte 3 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen (autolysierte Extrakte). Eine 8 stiindige 
Autolyse reicht nur dann aus, wenn durch Zusiitze von Natronlauge ver- 
hindert wird, daB der Extrakt infolge Milchsiurebildung sauer wird, denn 
bei saurer Reaktion ist die Desaminierung der Adenosin-triphosphorsiure 
gehemmt. 

Die ,,frischen Muskelextrakte“ werden in lose gefiillten Cellophan- 
schliuchen gegen flieBendes Leitungswasser unter stindiger Bewegung 
dialysiert. Nach 4stiindiger Dialyse geniigt es, den Extrakt 1 Stunde bei 
Zimmertemperatur stehen zu lassen, um Reste der Adenosin-triphosphorsiure 
zu spalten. Nur in wenigen Versuc then kamen Extrakte zur Anwendung, 
in denen das Verhiltnis Muskel zu Wasser wie 2:3 war. Die bei Neutrali- 
sierung oder Dialyse ausfallenden Eiweibstoffe werden nicht entfernt. 

Die Bestimmungen von Ammoniak, Milchsiiure und Phosphatfraktionen 
wurden in Trichloressigsiure-filtrat nach den hier iiblichen Methoden aus- 
gefiibrt: Das Ammoniak nach Parnas und Heller”), die Phosphate nach 
Fiske und Subbarow"'), die Milchsiiure nach Friedemann, Cotonio 
und Schaffer, nach vorheriger Entzuckerung mit Kupferkalk, im Apparat 
von Lieb und Zacherl1'’). Von der Eignung der Trichloressigsiure-filtrate 
fiir die Milchsiurebestimmung haben wir uns in besonderen Versuchen 
iiberzeugt. Die Kontrollen waren nicht héher, als bei EnteiweiBung mit 
Wolframsiiure. 

Die priparative Aufarbeitung der Hexose-mono- und Hexose-diphos- 
phorsiure wird ausfiihrlich beschrieben. 


2. Die enzymatische Synthese der Hexose-monophosphorsaure 
aus Glykogen und Phosphat. 


Von den Befunden von Parnas und Baranowski ausgehend, 
isolierten wir zunichst den schwer hydrolysierbaren Zuckerphos- 


phot 
siert 
Aus 
MgC 
1 St 
Roh 
Vert 
ums 
weil 
400 


Da 
gibt. 


misc 
iibe1 
2 m$§ 
bei 

Wei 


pho 
Ki 


auc 
wir 
ent: 
alsc 
bile 
nen 
ist 

sch 
unc 
dac 
wel 





1 den 
urden, 


2 Von 
logen 


uskel- 
Veise: 
geldst 
V urst- 
tchen) 


|, der | 
elben | 


> und 
Pr? 


phos- 
1 bei 
ndige 

ver- 
denn 
iiure 


han- 
sung 

bei 
diure 
ung, 
rali- 


nen 
aus- 
ach 
nio 
arat 
rate 
hen 
mit 


108- 


id, 
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phorsiiure-EKster. Zur Anwendung kamen autolysierte und dialy- 
sierte Muskelextrakte, im Verhiltnis Muskel zu Wasser wie 2:3. 
Aus einem Ansatz, welcher 150 com Extrakt, 1 g Glykogen, 400 mg 
MgCl,-6H,O und 50 ccm m/3-Phosphat von p, 7 enthielt und 
1 Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert war, erhielten wir 1,2 ¢ 
Rohbariumsalz des Embden-Esters, welcher noch verschiedene 
Verunreinigungen enthielt. Nach mehrfacher Reinigung, die recht 
umstiindlich war, von deren Beschreibung wir aber Abstand nehmen, 
weil sich eine viel einfachere Methode ergeben hat, erhielten wir 
400 mg Hexose-monophosphorsauren Bariums. 


Anorganischer P:0; Gesamt-P:7,4°/). 





*/) des abgespaltenen P 
im Vergleich zum 
Gesamt-P 


Hydrolyse in n/1-HCl 
in Minuten 


30 9,8 





60 17,9 
120 25,6 
240 34,4 


Die Reduktion nach Hagedorn-Jensen entspricht 28,5°/, Glucose 
Da die im Embden- Ester enthaltene Hexose 67°/, Reduktion von Glucose 
gibt, so ist der Zuckerwert des Esters 100/67-28,5 = 42,5°/, Hexose. 

Die Orcinprobe war negativ, die Substanz enthielt also keine Bei- 
mischungen von Inosin- oder Adenylsiure. Nach Trocknen im Hochvakuum 
iiber siedendem Alkohol bis zur Gewichtskonstanz verloren 30 mg Substanz 
2mg Wasser (Gewichtsverlust 6,6°/,). Bringen wir diesen Wert in Rechnung 
bei den oben beschriebenen Analysen, so betriigt der gefundene Gesamt-P- 
Wert 7,92°/, (theoretisch 7,86 °/,), der Zuckergehalt 45,6 °/, (theoretisch 45,7 °/,). 

Aus der Hydrolysekurve, dem Reduktionswert und dem Phos- 
phorsiiuregehalt geht hervor, daf die untersuchte Substanz der 
Kmbden-Kster ist. 

Wir versuchten vergebens, unter denselben Versuchsbedingungen 
auch aus Glucose den Embden- Ester zu synthetisieren. Glucose 
wird weder im autolysierten und dialysierten, noch im Co-Ferment- 
enthaltenden Extrakt mit Phosphat verestert. Die Reaktion scheint 
also fir Glykogen spezifisch zu sein und wir wollen diese Ester- 
bildung nach Parnas u. Ostern) Phosphorolyse des Glykogens 
nennen. Das Ferment, welches Glykogen mit Phosphorsiure verestert, 
ist von dem Co-Fermentsystem des Muskels unabhingig. Dies ging 
schon aus friiheren Versuchen von Parnas, Ostern und Mann’) 
und von Parnas und Baranowski’) hervor, und wird noch 
dadurch bekriftigt, daB die Estersynthese in Extrakten stattfindet, 
welche 24 Stunden bei Zimmertemperatur autolysiert und dann 
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noch 1 Woche im Eisschrank aufbewahrt wurden. Die Reaktion 
findet auch in Extrakten statt, welche 15 Stunden dialysiert 
wurden und welche durch ATP allein ohne Zusatz von Mg”-Ionen 
zur Milchsiurebildung nicht befihigt werden konnten. 

BilanzmaBig verlauft die Reaktion zwischen Glykogen und 
Phosphorsiure ohne Anteil von Wasser: 


I 1/n(C.H,,0,), + HsPO, = C,H,,0,-P0,H, 


Bei UberschuB von Phosphat wird das gesamte 
Glykogen, bei UberschuB von Glykogen das gesamte anor- 
ganische Phosphat verestert. Wa&hrend der Inkubation beob- 
achtet man eine leichte Siuerung der Ansiitze, was damit zusammen- 
hingt, daB die Hexosemonophosphorsiure stirker dissoziiert ist, 
wie die Phosphorsaure. 

Wir lassen die Frage offen, welchen Mechanismus diese 
Reaktion hat, und iiber welcher Art Zwischenstufen sie verliutt. 
Ks erscheint wenig wahrscheinlich, daB sie eine Primirreaktion 
ist, viel wahrscheinlicher, daf die Phosphorolyse des Glykogens 
bereits eine Bilanzreaktion ist. Vielleicht spielen in ihr die 
bereits im Glykogen und in der Starke enthaltenen Phosphat- 
reste eine Rolle; dieser Gedanke ist von R. Schoen!%) gelegent- 
lich geiuBert worden. Man kann sich auch auf Grund der von 
Posternak 14) entdeckten phosphorhaltigen Hydrolyseprodukten 
der Starke bestimmte Vorstellungen dariiber machen. Diese 
Polysaccharide enthalten Phosphat und reduzierende Gruppen 
im Verhaltnis 1:1. Vielleicht werden die bereits am C,-phos- 
phorylierten Glucosereste abgespalten, unter Einfiigung eines 
Wasserstoffatoms am Kohlenstoffatom 1 des abgespaltenen, eines 
Hydroxyls in Position 4 und des PO,H,-Restes in Position 6 des 
naichsten Kohlenhydratrestes. Das wesentliche an dieser Reaktion 
ist, daB die Hinfiigung des Phosphats zu einer Ester-Bindung 
unter Aufspaltung der Glucosidbindung zwischen Glucoseresten 
erfolgt. Wasser nimmt an dieser Reaktion bilanzmaBig sicher 
keinen Anteil, und darin besteht ihre Kigenart: einer im wiBrigen 
Milieu geradezu vollstindig verlaufenden, in Gegenwart der sie 
bewirkenden Fermente nicht riickgingigen Bildung eines Esters — 
aber keine Veresterung im gewéhnlichen Sinne des Wortes. 

Fir die weiteren Versuche brauchten wir gréfere Mengen 
von Kmbdenscher Hexose-monophosphorsiure. Ihre Gewinnung 
aus frischer Muskulatur nach der Methode von Embden") ist 
recht umstindlich, und es ist schwer, ohne gréBere Verluste den 
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Embden-KEster frei von Adenyl- und Inosinsiure zu bekommen. 


Diese Schwierigkeiten fallen bei der enzymatischen Synthese weg, 
und da die Ausbeuten dabei ausgezeichnet sind, so wollen wir die 
priparative Darstellung des Embden-Ksters beschreiben. 


Man bereitet aus 500 g Kaninchenfleisch und 500 cem Wasser einen 
,frischen Muskelextrakt“, autolysiert 6 Stunden lang und dialysiert 10 bis 
15 Stunden in Cellophanschliiuchen gegen flieBendes Leitungswasser: es 
bildet sich dabei ein voluminéser Niederschlag von Globulinen, die nicht 
abgetrennt werden. 300 cem des Extraktes werden genau neutralisiert und 
mit 150cem eines m/8-Phosphatpuffers von py7, in dem 5g Glykogen auf- 
gelést worden sind, versetzt. Die Lésung wird bei Zimmertemperatur incu- 
biert. Alle 15 Minuten werden Proben zur Bestimmung von anorganischem 
Phosphat entnommen. Einen sehr guten Indicator des Reaktionsverlaufes 
bildet auch die Opalescenz der enteiweiBten Proben. Sie ist bereits nach 
30 Minuten sehr schwach und verschwindet nach ein bis anderthalb Stunden. 
Nachdem man sich von dem Verbrauch des Glykogens iiberzeugt hat, 
wird mit 400 ccm einer 8°/, igen Trichloressigsiure-lésung enteiweiBt und 
filtriert. Das klare, farblose Filtrat wird mit konzentrierter Natronlauge 
gerade auf Phenolphthalein alkalisiert, mit 30 cem 50 °/,igen Ba-Acetats ver- 
setzt, der Niederschlag nach einigen Stunden abgeschleudert, in 300 cem 
verdiinnter Salpetersiiure aufgelést und abermals mit Natronlauge alkalisiert. 
Der Niederschlag wird abgeschleudert und verworfen. Die beiden Filtrate 
werden mit Alkohol bis zu 60°/, versetzt. Es entsteht ein reichlicher 
flockiger Niederschlag, welcher sich gut absetzt. Nach Dekantieren und 
Zentrifugieren wird der Niederschlag 2 mal mit 70°/,igem Alkohol, dann 
mit 96°/,igem Alkohol und mit Ather gewaschen, und im Vakuumexsiccator 
getrocknet. Ausbeute 7—9 g. Dieses Bariumsalz ist nahezu rein. So 
erhielten wir bei unserer letzten Darstellung folgende Analysenwerte: 

Anorganischer P . . . . . . 0,259, 
I a a ee ik a, NU 

Die letzten Spuren von Phosphat werden auf folgende Weise abgetrennt: 

7,5 g des ersten Ba-Salzes werden 2 mal mit je 100 cem heiBen Wassers 
(mit einigen Tropfen verdiinnter Barytlauge) extrahiert, vom Ungeldésten 
abzentrifugiert und mit dem doppelten Volumen Alkohol gefillt. Dieses zweite 
Ba-Salz ist frei von anorganischem P und analysenrein. Ausbeute 5-7 g. 


3. Beeinflussung der Ammoniakbildung aus Adenosin-triphosphorsaure 
durch Glykogen und Hexose-monophosphorsaure. 

Autolysierte Kaninchenmuskelextrakte spalten Adenosin- 
triphosphorsiure zu Adenylsiiure, welche schnell zu Inosinsiure 
desaminiert wird. Durch Dialyse der Extrakte wird die Ge- 
schwindigkeit der Dephosphorylierung der Adenosin-triphosphor- 
siure so weit herabgesetzt, daB man den Verlauf der Ammoniak- 
bildung bequem verfolgen kann. Setzt man nun zu solchen 
Extrakten auBer ATP noch Glykogen hinzu, so wird die Des- 
aminierungs-geschwindigkeit der Adenosin-triphosphorsaure nahezu 
verdoppelt, 
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Tabelle I. 


Versuch II. Einflu8 von Glykogen auf die NH,-Bildung aus Adenosin. 
triphosphorsiure im dialysierten Kaninchenmuskelextrakt. 

Extrakt: 6 Stunden dialysiert, 1'/, Stunden inaktiviert (Muskel : Was. 
ser = 2: 3). 
Ansatz I: 8eem Extr. + 1eem Adenosintriphosphors. [=0,375mg ATP-NH,-N}* 

+1eem H,O. 

II: desgl. + 1cem 5°/,iges Glykogen. 
IlI: desgl. + 0,1 ecm m/25-jodessigsaures Na + 0,9 ecm H,O. 
IV: desgl. + 0,1 cem m/25-jodessigsaures Na + 1leem 5°/,iges Glyk. 
Inkubationszeit 5, 15, 30, 60 Minuten, Temperatur 20°, pq = 7. 


9°? 


”? 


NH,—N in mg auf den Gesamtansatz berechnet. 








Zeit in Minuten 
Ansatz nn” neal : 
0 D 15 30 60 
I 0,05 0,060 0,165 0,227 0,305 
II 0,05 0,163 0,305 0,395 0,410 
Ill 0,05 0,150 0,205 0,300 0,400 
IV 0,05 0,235 0,350 0,395 0,425 


Dieser Effekt findet sich in dialysierten Extrakten sowohl 
mit als ohne Zusatz von Jodessigsiure. In beiden Fallen ist die 
Milchsiurebildung aus Glykogen aufgehoben, weil auch unver- 
giftete dialysierte Extrakte durch Adenosin-triphosphorsiure 
allein nicht reaktiviert werden**). Wir verwendeten in den 
weiteren Versuchen dieser Reihe ausschlieBlich Jodacetat-Extrakte, 
um den ProzeB der Glykogenolyse in méglichst friihen Stadien 
zu hemmen. Jodessigsiure hebt bekanntlich die Dismutation der 
Triose-phosphorsiiure auf, so daB die Glykolyse nur bis zur Gleich- 
gewichtsstufe Harden-Young-Kster = Phospho-dioxyaceton fort- 
schreitet: sie hat aber keinen Einflu8 auf Ubertragungen und Ver- 
esterungen von Phosphat. Wenn die Ursache der Desaminierungs- 
beschleunigung auf der Bindung der labilen Phosphatreste der 
Adenosin-triphosphorsiure durch Glykogen beruht, so ist zu 
erwarten, daB sich der Harden-Young-Ester anhiufen wird. 
Wir versuchten auch, ob andere Substrate der Glykolyse die 
Desaminierungsgeschwindigkeit der Adenosin -triphosphorsiure 
erhéhen. 


*) ATP-NH,-N bedeutet den desaminierbaren Aminostickstoff der 
Adenosintriphosphorsiiure. 

**) Auch bei Fluoridvergiftung beobachtet man dieselbe Beschleuni- 
gung der Ammoniakbildung. 
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Tabelle II. 


Versuch XVII. Einflu8 von Glykogen, Embden- und Harden-Young- 
Ester auf die Desaminierung der ATP im Jodessigsiure-vergifteten Extrakt. 

Extrakt (Muskel: Wasser = 1:1): 6 Stunden dialysiert, 1 Stunde bei 20° 
und 16 Stunden bei 0° autolysiert. 

Extraktmischung: 50 ccm Extrakt + 1,5 cem 10°/, iges MgCl,-6H,O 
4+- 1 cem m/10 jodessigsaures Na. 


Ansatz I: 5 cem Extraktmischung + 0,5 cem ATP (= 0,200 mg ATP-NH,-N) 
+ 0,5 cem H,0O. 


> desgl. + 0,5 cem m/10-Embden-Ester. 
9 a desgl. + 0,5 cem m/10-Harden—Young-Ester. 
— = desgl. + 0,5 cem m/10-Glykogen. 


Kontrolle: 5 cem Extrakt + 1 eem H,0. 


Incubationszeit 5, 10, 20 Minuten, Temperatur 20°, py = 7. 


Abgespaltener NH,—N in mg nach Abzug der Kontrolle (im ganzen Ansatz). 





ti zeit 
ne Pro Ansatz I Ansatz II Ansatz III Ansatz IV 
in Minuten 


5 0,015 0,082 0,020 0,065 














10 0,040 0,120 0,060 0,105 
20 0,110 0,180 0,120 0,180 


Aus Tab. II ist ersichtlich, da& Hexose-monophosphorsiure 
noch starker wirkt, als Glykogen, wihrend Fructose-diphosphor- 
siure ohne deutlichen EinfluB auf die Geschwindigkeit der 
Ammoniakspaltung ist. 


DaB die Wirkung von Hexose-monophosphorsiure keine 
,ionale Beeinflussung“ darstellt, ging schon aus der Gegeniiber- 
stellung zum Harden-Young-Kster hervor; es wird aber noch 
dadurch bekriftigt, da& weder anorganische Phosphate noch 
Phosphoglycerin die Ammoniakbildung aktivieren. 


4. Enzymatische Synthese des Harden-Young-Esters aus Hexose- 
monophosphorsaure und Adenosin-triphosphorsaure. 


Lat man dialysierten Muskelextrakt mit Adenosin-triphos- 
phorsiure und Hexose-monophosphorsiureester stehen, so erfolgt 
nach vollstindiger Desaminierung der Adenosin-triphosphorsaure 
(welcher eine ebensolche Dephosphorylierung vorausgehen muB) 
kein iquivalenter Zuwachs an anorganischem Phosphat. Das von 
der Adenosin-triphosphorsaure abgespaltene Phosphat findet sich 
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in der Fraktion der leicht hydrolysierbaren*) Phosphorsaure- 
Kster (p,39—P,)) Welche auch einen groBen Teil des zugesetzten 
Embden-Esters enthilt. In Tab. III ist ein solcher Versuch 
zusammengestellt, aus dem das Verhalten von Hexose-monophos- 
phorsdure, Glykogen und Fructose-diphosphorsiure in Gegenwart 
von Adenosin-triphosphorséure zu ersehen ist. 


Tabelle II. 


Versuch XII. Enzymatische Synthese von Fructosediphosphorsiure 
aus ATP und dem Embden-Ester. 

Extrakt (Muskel : Wasser = 1: 1): 5'/, Stunden dialysiert, 2 Stunden bei 
Zimmertemperatur autolysiert. 


Ansatz I: 5 cem Extrakt + 2,5 cem H,O. 


a ee desgl. + 1eem ATP**) + 1,5 ccm H,0O. 
» aaa desgl. + desgl. + 1 ccm Embden-Ester***) 

+ 0,5 cem H,O. 
~ aa desgl. + desgl. + 1eem Harden-Young-Ester +) 

+ 0,5 ceem H,0. 
». ee desgl. + desgl. + 1eem m/10-Glykogen 

+ 0,5 eem H,0. 
, wat desgl. + 2 cem ATP -+ 1 ccm Embden-Ester***) 

+ 0,2 cem m/10-CH,-J-COONa. 

me iE desgl. + 1 ccm Embden-Ester + 2 cem H,O + 0,2 cem m/10- 

CH,-J-COONa. 


Incubationszeit 1 Stunde, Temperatur 20°, py, = 7. 





Phosphor und NH,-N in mg pro Gesamtansatz. 





| Gebildeter 


























Ansatz Pov Pz, P20" P1807 Gesamt-P NH,-N 

I 1,30 1,33 1,40 1,82 2,12 g 

II 2,56 2,59 2,59 3,40 4,05 0,275 

III 1,67 2,75 3,70 5,67 6,58 0,283 

IV 4,00 5,20 6,78 8,05 8,50 0,225 

V | 030] 0,95 1,88 3°35 4,00 0,291 

VI 2,42 3,70 4,92 7,35 8,65 0,600 
VII 1,15 1,42 1,70 2,45 4,65 G 


In allen Ans&tzen ist die Adenosin-triphosphorsiure beinahe 
volistindig desaminiert, aber nur im Ansatz I, welcher Adenosin- 
triphosphorséiure ohne weitere Zusitze enthielt, sowie im Ansatz 
mit Fructose-diphosphorsiure (IV) findet sich das aus Adenosin- 


*) Die Hydrolyse wurde im n/1-HCl nach Lohmann") vorgenommen. 
**) 1 cem ATP = 2 mg Gesamt-P (= 1,33 mg abspaltbarer P = 0,300 mg 
ATP-NH,-N). 
***) 1 ccm Embden-Ester = 2,5 mg P. 
t+) leem Harden-Young- Ester = 4,5 mg P. 
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triphosphorsaéure abgespaltene Phosphat. Aus Fructose-diphosphor- 


' siure ist iiberdies noch Phosphat in Freiheit gesetzt worden. In 


dem Ansatz mit Glykogen ist nicht nur das gesamte, labile Phos- 
phat der Adenosin-triphosphorsiure (1,3 mg), sondern auch ein 
ihm etwa entsprechender Betrag (1 mg) von anorganischer Phos- 
phorséure verestert worden. Der gebildete Ester befindet sich 
in der leicht hydrolysierbaren Fraktion und seine Hydrolysekurve 
ist die der Fructose-diphosphorsiure. Ein &hnliches Verhalten 
beobachten wir im Ansatz III mit Adenosin-triphosphorsiure und 
Hexose-monophosphorsiure-ester. Weniger als 1/, des labilen 
Phosphats der Adenosin-triphosphorsiure liegt in freier Form 
vor, der Rest ist mit Hexose-monophosphorsiure zu einem leicht 
hydrolysierbaren Ester umgebildet worden, welcher sich ebenso 
verhilt wie die aus Glykogen, Phosphaten und Adenosin-triphos- 
phorséure synthetisierte Substanz. Jodessigsiure hebt diese Reaktion 


nicht auf, wie aus Ansatz VI ersichtlich ist, in welchem 50°/, 


‘des zugesetzten labilen Phosphats aus der Adenosin-triphosphor- 


siiure mit Hexose-monophosphorsiure zu Fructose-diphosphorsiure 
verestert worden ist. 

DaB tatsichlich Fructose-diphosphorsdure-ester entstanden 
ist, geht aus dem nachstehenden Versuch hervor: 


Tabelle IV. 


Versuch XXVIb. Priparative Synthese von Fructosediphosphorsiure 
aus Adenosintriphosphorsiure. 

Muskelextrakt 1:1, autolysiert 2'/, Stunden, dialysiert 5 Stunden. 

Extraktmischung: 330 cem Muskelextrakt + 10 cem m/10-CH,JCOONa 
+10 ccm 10°/,ige MgCl,-6H,0. 

Probe: 300 cem Extraktmischung + 50 ccm ATP (= 200 mg Ges.-P) 
+50 cem Embden-Ester (= 100 mg Ges.-P). 


Kontrolle I: 6 cem Extraktmischung + 2 ccm H,0. 


- II: desgl. + 1cem ATP (= 4mg P) + 1 cem H,0. 
» desgl. + 1cem Embden-Ester (= 2 mg P) 
+1cem H,0. 


Die Verdiinnung ist in der Probe und den Kontrollen dieselbe. 
Inkubationszeit 30 Minuten, Temperatur 22°, py = 7,0. 
Alle Ansitze mit demselben Volumen 8°/,iger Trichloressigsiure enteiweiBt. 


Alle P-Werte in mg pro 1 cem Trichloressigsiurefiltrat. 























Py 7 P30’ P1807’ Gesamt-P 
Probe 0,150 0,220 0,290 0,408 0,499 
Kontrolle I | 0,093 0,097 0,100 0,109 0,123 
» IL] 0,200 0,247 0,259 0,311 0,368 
» Ul | 0,095 0,100 0,112 0,140 0,242 
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Das Stabdiagramm zeigt das Verhalten der Phosphatfraktionen 
im Versuch und in den Kontrollen. Besonders deutlich ist die 
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Gegeniiberstellung des Verlaufes der Hydrolysekurve in der 
Probe (V) und in dem konstruierten Diagramm (IV), welches als 
Summe von K,,+K,,—K, aufgetragen wurde unter Beriicksichtigung, 
daB die Dephosphorylierung der Adenosin-triphosphorsiure in 
Kontrolle II im Gegensatz zum eigentlichen Ansatz nicht voll- 
stindig war. Die Adenosin-triphosphorsiure wird in Abwesenheit 
von spezifischen Phosphatacceptoren langsam desaminiert. Der 
noch ungespaltene Rest der labilen Phosphatgruppen der Adenosin- 
triphosphorsaéure in Kontrolle If ist im konstruierten Diagramm 
als anorganisches P berechnet worden, weil in Abwesenheit von 
Phosphatacceptoren nur Dephosphorylierung zu anorganischem P 
erfolgt. Die Menge der ungespaltenen, labilen Phosphat-Gruppen 
der Adenosin-triphosphorsiure wurde [aus der Hydrolysekurve 
(P,—P,) —(P3,—P,) und aus der NH,-Bildung bei 30 Minuten 
langer Incubation] zu 0,035 mg P berechnet. 

Aus den Diagrammen IV und V ergeben sich die Verinde- 
rungen, die wihrend der Incubation von Adenosin-triphosphor- 
siure mit Hexose-monophosphorsiure unter der enzymatischen 
Wirkung des Muskelextraktes eintreten. Mehr als 50°/, des 
abgespaltenen ATP—P befinden sich in der leicht hydrolysier- 
baren Fraktion, welche auBerdem noch um einen ihnlichen P-Betrag 
auf Kosten der schwer hydrolysierbaren Esterfraktion gewachsen ist. 

Die priiparative Aufarbeitung des Trichloressigsiure - filtrats auf 


Harden- Young-Ester geschah in folgender Weise: 680 cem des Filtrats 
wurden (auf py, 8,5) mit konz. Natronlauge alkalisiert, mit "20 cem 50°/, igen 
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Ba-Acetats, dann mit Alkohol (bis zu 10°/, Konzentration) versetzt und iiber 
Nacht im Eisschrank stehen gelassen. Der Niederschlag wurde zentrifugiert, 
gewaschen, in 150 cem n/5-HNO, aufgelést und mit Na,SO, von Barium 
betreit. In der Lésung wurde das ,,anorganische“ Phosphat mit Magnesia- 
mixtur gefillt und abzentrifugiert. Das Filtrat wurde nun auf py etwa 4 
mit Essigsiure angesiuert und mit neutralem Bleiacetat gefillt. Der Blei- 
niederschlag wurde gewaschen, in 40 cem H,O aufgeschwemmt, und mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt; das Filtrat geliiftet, auf py 7 neutralisiert und 
mit 2ecem 50°, igen Ba-Acetats und 5 ccm Alkohol gefillt. Der Nieder- 
schlag wurde gewaschen und getrocknet. Das erhaltene Priparat enthielt 
noch Spuren von Inosinsiure und anorganischer Substanz. Zur weiteren 
Reinigung wurde die pulverisierte Substanz 2mal in je 20 cem_ heiBen 
Wassers aufgeschwemmt, zentrifugiert, dann mehrfach mit verdiinntem 
Alkohol gewaschen und im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure getrocknet. 
Wir erhielten 510 mg Substanz, welche folgende Analysenwerte ergab: 


Hydrolyse in n/1-HCl. 








II 
Minuten ” A . °/, P ber. auf 100 mg 
/, I organisch. Ba-Salzes 
0 0,74 0 
7 - 2,85 2,24 
30 5,25 4,78 
60 6,56 6,17 
180 8,56 8,30 
Gesamt-P 9,26 9,02 





Der Gehalt an anorganischem P betriigt 0,74°/,, nach Umrechnung 
auf BaHPO, sind dies 5,6°/, in bezug auf die analysierte Substanz. Wird 
dieser Wert in Rechnung gesetzt, so erhalten wir die Zahlen der Kolonne II 
fiir die Hydrolyse von 100 mg organischen Ba-Salzes. Nach Trocknen 
im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz bei 50° verloren 27,09 mg Sub- 
stanz 2,67 mg H,O; Gewichtsverlust 9,9°/,. Unter Beriicksichtigung dieses 
Wertes bei den zitierten Analysen ergibt sich fiir den Gesamt-P-Wert des 
Priparates 10,0°/,, gegeniiber dem theoretischen Wert 10,17°/, P fiir den 
Harden-Joung-Ester. In 2°/,iger Loésung zeigte die Substanz keine 
Drehung. Die Reduktionswerte nach Hagedorn-Jensen betrugen fiir 
das Ba-Salz vor der Hydrolyse 11,8°/, [nach Robison*’) 12°], nach 
30 Minuten Hydrolyse in n/1-HCl 18,2°/). 

Wir haben die Méglichkeit erwogen, daB unter den Be- 
dingungen unseres Experimentes andere Phosphorsiure-Kster ent- 
stehen kénnten, insbesondere, da ein Gemisch des Embden- Esters 
und des kiirzlich von Tanko und Robison") entdeckten Fructose- 
1-Phosphorsiureesters eine aihnliche Hydrolysekurve vortiuschen 
kénnten. Wir haben aber in unseren Ba-Salzen niemals die Links- 
drehung beobachtet, welche dem Robisonschen 1-Phosphat eigen 
ist. Und schlieBlich entscheidet die Analyse des gereinigten 


Ba-Salzes, welcher Art das Produkt ist. 
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Tabelle V. 


B + 1 cem 
A + 1ecm 
B + 1 cem 
A +1cecem 
B + 1 cem 


$9 


9 


9 
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5. Einflu8 des Phlorrhizins auf die Veresterungen und Ubertragungen 


Phlorrhizin hemmt nach Lundsgaard®) in Konzentrationen 
loo beinahe vollstiindig die Veresterung und Freisetzung 


Versuch XXIV. Einflu8 von Phlorrhizin auf die Phosphatiibertragung 
von ATP auf Hexosemonophosphorsiiure und Glykogen im jodacetatvergif- 
teten, dialysierten Kaninchenmuskelextrakt. 

Muskelextrakt (Muskel: Wasser = 1: 
alysiert 4'/, Stunden. 


Extraktmischung A: 30 ccm Muskelextrakt + 0,9 eem n/10-CH.J+-COONa 


1) autolysiert 1'/, Stunden, di- 


+ 2,10 cem H,0. 


Extraktmischung B: 80 ccm Muskelextrakt + 0,9 cem n/10-CH,J -COONa 


+ 2,10 cem m/5-Phlorrhizin. 


5 cem Extraktm. A + 1 cem ATP*) + 1,5 cem m/10-Glykogen. 


+ 1,5 cem m/10- » 
+ 1,5 cem Embden-Ester**). 


+ 1,5 ccm 


+ 1,5 eem H,O. 
+ 1bemm 10. 


”? 


A + 1,5 cem m +/10- Glykogen + 0,5 cem m/10- 
Phosphat + 0,5 eem H,0O, 
B + 1,5 cem m/10-Glykogen + 0,5 cem m/10- 
Phosphat + 0,5 cem H,0. 


A + 2,5 eem H,0. 
B + 2,5 cem H,0. 
A + 1,5 cem Embden-Ester + 1 cem H,0. 


Incubationszeit 20 Minuten, 


Temperatur 20°, 


Pu = 7,0. 























Alle Werte in mg auf den Gesamtansatz berechnet. 





Pz 


0,83 
2,25 
2,11 
2,20 
2,84 
2,27 
0,72 
2.73 
1,17 
1,16 
1,29 


P30’ 


1,33 
2,38 
2,91 
2.98 
2,36 
2,37 
0,84 
2,73 
1,17 
1,17 
1,45 





*) 1cem ATP = 1,7 mg Gesamt-P 
ATP-NH,N). 
**) 1 ccm Embden-Ester = 3,6 mg 


2,74 
4,38 
4,35 
2,85 
2,95 
1,29 
2,91 
1,27 
1,27 
2,02 





Gesamt- 


2,19 


Gesamt-P 





P. 


‘Gebildeter 
NH. aN 


0,260. 
0,060 
0,265 
0,195 
0,170 
0,045 


Sea aqages 





(= 1,15 mg abspaltb. P = 0,260 mg 
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yon anorganischem Phosphat in Muskelausziigen. Diese Hemmung 
betrifft aber nicht in gleichem MaBe alle Vorginge der Phos- 
phorylierung und Dephosphorylierung, wie aus Tab. V ersicht- 
lich ist. 

In allen Ansiitzen dieser Tabelle war der Extrakt mit Jod- 
essigsiure vergiftet, in einem Teil auch noch mit Phlorrhizin in 
Konzentration von etwa 1/,,,.  Vergleichen wir die symmetrischen 
Ansiitze mit und ohne Phlorrhizin, so ergeben sich folgende Ge- 
setzmiBigkeiten: 

1, Die Veresterung von anorganischem Phosphat mit Glykogen 
ist wie in den Versuchen von Lundsgaard vollstindig aufgehoben 
(Ansatz VIII). 

2. Die Dephosphorylierung der Adenosin-triphosphorsiure 
ist stark gehemmt, wie dies besonders aus der NH,-Bildung 
hervorgeht (Ansatz VI). 

3. Glykogen iibt beinahe keinen Kinflu8 auf die Geschwindig- 
keit der Aufspaltung der Adenosin-triphosphorsiure aus, die Des- 
aminierung betriigt mit Glykogen 0,060, ohne Glykogen 0,045 
(Ansatz II und VI). 

4. In Gegenwart von Hexose-monophosphorsiure wird die 
Desaminierung der Adenosin-triphosphorsiure stark beschleunigt 
[0,195 im Vergleich zu 0,045 (Ansatz IV und VI) und niahert 
sich dem Wert ohne Phlorrhizin 0,265 (Ansatz III)}. 

Die Bedeutung dieser Tatsachen wird klar, wenn man die 
Ammoniakbildung mit dem Verhalten der Phosphatfraktionen in 
Beziehung bringt. In Gegenwart von Glykogen (Ansatz II) wird 
das aus der ATP abgespaltene Phosphat frei, es ist nicht auf 
Glykogen iibertragen worden und es kann auch nicht verestert 
werden, weil die Phosphorolyse des Glykogens durch Phlorrhizin 
vollstiindig gehemmt ist (vgl. Ansatz VIII). Die Phosphatfraktionen 
verhalten sich genau so wie im Ansatz, der nur ATP ohne Glykogen 
enthilt, es ist keine Spur einer Bildung von Fructose-diphosphor- 
siure vorhanden. Anders verhilt sich der Hexose-monophosphor- 
siure-ester. Trotz der starken ,,Aktivierung“ der Ammoniakbildung 
ist aus Adenosin-triphosphorsiure nicht mehr Phosphat in Frei- 
heit gesetzt worden, als in der Probe ohne Zusatz von Hexose- 
monophosphorsiure. Der groBen Desaminierung der AT'P muB 
aber eine ebenso groBe Dephosphorylierung vorausgegangen sein. 
Da nun die Veresterung von anorganischem Phosphat gehemmt 
ist (die ibrigens auch ohne Phlorrhizin mit Hexose-monophosphor- 
siure nicht stattfindet), so kann das labile Phosphat der Adenosin- 
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triphosphorsiiure nur direkt auf die Hexose-monophosphorsiure 
iibertragen worden sein. Dieser SchluB wird durch den Verlauf 
der Hydrolysekurve des Phosphats im Ansatz IV bestitigt. Die 
labile P-Fraktion (p, — p,) — (Pgo — P;) der ATP ist verschwunden 
und ihre Stelle nimmt ein Ester ein, bei dem die Differenzen 
zwischen pz, — py und p,.) — Ps ungefibr gleich sind. Ein solches 
Verhalten zeigt nur die Fructose-phosphorsiure. Daf es die 
Fructose-diphosphorsiiure ist, geht auch daraus hervor, dab der 
im symmetrischen Ansatz III ohne Phlorrhizin gebildete Ester die- 
selben Kigenschaften zeigt. 

Diese Versuche beweisen, dai das Phlorrhizin die Phosphat- 
iibertragungen viel weniger hemmt, als Veresterungen von freiem 
Phosphat, gleichzeitig aber auch, da’ nur Hexose-monophos- 
phorsiure, nicht aber das Glykogen durch Adenosin- 
triphosphorsaiure unmittelbar phosphoryliert wird. Dies 
geht noch deutlicher aus dem Versuch der Tab. VI hervor, in 
dem auch geringere Konzentrationen von Phlorrhizin zur An- 
wendung kamen. 


Tabelle VI. 


Versuch XXV. EinfluB von Phiorrhizin auf die Phosphorylierung von 
Glykogen durch ATP und anorganisches Phosphat im jodessigsiurevergif- 
teten Muskelextrakt. 

WiaBriger Kaninchenmuskelextrakt 1:1, dialysiert 5 Stunden, auto 
lysiert 2 Stunden, ohne Magnesiumzusatz. 

Extraktmischung A: 35 eem Muskelextrakt + 1,05 cem m/10-CH,JCOONa 
+ 2,60 eem H,0O. 
Extraktmischung B: 35 eem Muskelextrakt + 1,05 cem m/10-CH,JCOONa 
+ 2,60 eem m/5-Phlorrhizin. 
Extraktmischung C: 35 ccm Muskelextrakt + 3,5 cem H,O. 
Ansatz I: 5 eem Extraktm. A + 1 cem ATP*) (= 2 mg Gesamt-P) 
+ 1,5 eem m/10-Glykogen. 
» II: 5  ecem - B+1cem ATP (= 2 mg Gesamt-P) 
+ 1,5 cem m/10-Glykogen. 
»» III: 2,5 eem m B + 2,5 cem Extraktm. A + 1 cem ATP 
+ 1,5 cem m/10-Glykogen. 


» LV: 1,67 com . B + 3,33 eem Extraktm. A + 1 ecem ATP 
+ 1,5 cem m/10-Glykogen. 
» V5 com ‘ A + 0,5 cem m/10-Phosphat (py 7) + 1,5 eem 
in/i0-Glykogen + 0,5 cem H,O. 
» VI: 5 eem - B + 0,5 eem m/10-Phosphat (py, 7) + 1,5 cem 


m/10-Glykogen + 0,5 cem H,0. 


*) 1 eem ATP = 2mg Gesamt-P (= 1,33 mg abspaltb. P = 0,300 mg 
ATP-NH,-N). 
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Ans. VII: 2,5 ecm Extraktm. B + 2,5 cem Extraktm. A + 0,5 cem m/10- 
Phosph. + 1,5cem Glykog. + 0,5cem H,0. 
, VIII: 1,67 cem 1“ B + 3,33 cem Extraktm. A + 0,5 cem m/10- 
Phosph. + 1,5eem Glykog. + 0,5 cem H,O. 
IX: 5 ecem a A + leemATP(2 mg Gesamt-P)-+1,5 cem H,0. 
X:5 cem ” B+1lcem ,, (2mgGesamt-P)+1,5ccm H,0. 
XI: 2,5 ecm i B + 2,5 cem Extraktm. A + 1 cem ATP 
+ 1,5 ecem H,0. 
XII: 1,67 ecm ‘ B + 3,33cem Extraktm. A + 1 cem ATP 
+ 1,5 cem H,0. 
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, XIII: 5 ecm C + 2,5 eem H,0O. 
Incubationszeit 30 Minuten, Temperatur 20°, p,, = 7,0. 


Alle Werte in mg auf den Gesamtansatz berechnet. 


























a Phlorrhizin- , —_ Gebildeter 
: Konzentration} Po’ Pz Pay | Pisor pest NH,-N 
I 0 0,26 | 0,75 | 1,50 | 2,30 3.33 0,305 
I m/100 1,52 | 2,20 | 2,46 | 2,86 3,34 0,110 
Ul m/200 0,99 | 1,50 | 1,96 | 2,66 3,34 0,225 
IV m/300 0,58 | 1,08 | 1,82 | 2,66 3,34 0,275 
V 0 -0,54 | 0,59 | 0,70 | 1,02 2,90 6 
VI m/100 2,55 | 2,57 | 2,70 | 2,87 2,90 
VII m/200 2,04 | 2,06 | 2,20 | 2,46 2,90 6 
Vill in/300 1,71 | 1,71 | 1,88 | 2,14 2,90 g 
IX 0 1,94 | 240 | 2,40 | 2,82 3.33 0,160 
7 m/100 1,56 | 2,26 | 242 | 2,85 3,27 0,075 
XI m/200 1,68 | 2,19 | 2,43 | 2,90 3,27 0,130 
XU m/300 1,75 | 2,10 | 2,36 | 2,75 8,27 0,135 
XII 0 1,05 | 1,08 | 1,20 | 1,26 1,42 6 


Ebenso wie im vorigen Versuch ist durch m/100-Phlorrhizin 
die "Phosphorolyse des Glykogens nahezu vollstiindig aufgehoben 
bei Konzentrationen von ?/,,, und 3/,,, ist sie dagegen schon 
sanz deutlich. Dieser Veresterung von anorganischem Phosphat 
veht nun die Beschleunigung der Desaminierung der ATP durch 
Glykogen parallel. Bei m/100-Phlorrhizin wird in Gegenwart von 
Glykogen nicht viel mehr Ammoniak aus ATP abgespalten, als 
ohne Glykogen; bei einer Konzentration von Phlorrhizin 1/,,,. und 4/.49, 
bei der die Veresterung von Glykogen und Phosphorsiiure zum 
Kmbden-Kster stattfindet, ist die Desaminierung der ATP aufs 
Doppelte erhéht. Glykogen bindet demnach so lange keine labilen 
Phosphorgruppen der ATP, so lange es nicht in einer Reaktion 
mit anorganischem Phosphat zum Mono-Ester umgesetzt worden 
ist. Sobald dies aber geschehen ist, tritt die Akzeptorfunktion 
der Hexose-monophosphorsiure gegeniiber ATP sofort in Er- 
scheinung und hat die Steigerung der Desaminierung zur Folge. 
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Es geht aus diesen Versuchen die Rolle des Hexose-monophosphats 
in der Glykogenolyse hervor: sie ist anderer Art, als von 
G. Embden angenommen worden ist, als er die Substanz ent- 
deckte und durch den Namen Lactacidogen bezeichnete. Nach 
Entdeckung des neuen Glykogenolyse-schemas war der Embden- 
Ester wieder in den Hintergrund getreten, denn der Fructose- 
diphosphorsiiure-ester erschien nun als die eigentliche zerfallende 
Substanz: der Monoester erscheint nun als ein Zwischenprodukt 
bei ihrem Aufbau. 


6. Beziehungen zwischen Milchsdéurebildung und Aufspaltung der 
Adenosin-triphosphorséure durch Dephosphorylierung und Desaminierung. 


Diese ,,Aktivierung“ der Ammoniakbildung aus der Adenosin- 
triphosphorséure durch Glykogen oder Hexose-monophosphat 
beobachtet man nur an Extrakten, die durch Vergiftung oder 
langere Dialyse ihre Fahigkeit zur Milchsiiurebildung verloren 
haben. In autolysierten, durch Zusatz von Adenosin-triphosphor- 
siure reaktivierten Extrakten iiben dagegen sowohl Glykogen 
als auch Hexose-monophosphorsiure die entgegengesetzte Wirkung 
aus. Adenosin-triphosphorsiure wird durch Zusatz dieser Stoffe 
vor der Desaminierung geschiitzt, denn im Laufe der glykolytischen 
Spaltung entsteht der fiir die Rephosphorylierung der Adeny]l- 
siure adaequate Phosphatdonator — die Phospho-brenztrauben- 
siure*). Die Hemmung der Desaminierung mu8 um so aus- 
geprigter sein, je rascher das gegebene Substrat in Phospho- 
brenztraubensadure iibergeht, und je weniger es selbst als Phosphat- 
acceptor gegeniiber den labilen P-Gruppen der ATP wirkt. 
Diese Annahme ist durch den in Tab. VII enthaltenen Versuch 
bewiesen. 

Man ersieht aus den Ammoniakwerten, daB die Desaminierung 
der Adenosin-triphosphorsiure durch den Harden-Young- Ester 
zu tiber 80°/,, durch den Embden-Kster zu 60°/, und durch 
das Glykogen zu 50°/, gehemmt ist. Die schwichere Wirkung 
der beiden letzteren Substrate erklirt sich daraus, daB sie zu- 


*) Bei Fluoridvergiftung beobachteten wir den Ubergang von Hexose- 
monophosphorsiure unter Aufnahme der labilen P-Reste der ATP in Ester, 
die noch schwerer hydrolysierbar waren als der Embden- Ester (Phospho- 
glycerinsiure und Glycerinphosphorsiure). Da der weitere Umsatz der Phos- 
phoglycerinsiiure bei Fluoridvergiftung gehemmt ist, so wirkt sich Hexose- 
monophosphorsiure nur als Acceptor der labilen P-Gruppen der ATP aus, 
und beschleunigt ebenso wie Jodacetat ihre Desaminierung. 
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Tabelle VIL. 


Versuch XI. Einflu8 von Glykogen, Hexosemonophosphorsiure und 


| Fructosediphosphorsiure auf Milchsiurebildung und Spaltung von Adenosin- 
| triphosphorsiure im autolysierten Muskelextrakt. 


Muskelextrakt 2'/, Stunden bei 20° autolysiert. 


Ansatz I: 5 cem Extrakt + 2,5 cem H,0O. 
II: 5 eem »  +t1lecem ATP (2,5 mg Gesamt-P = 0,380 ATP- 
NH,-N) + 1,5 cem H,0O, 


III: 5 eem » +&leem ,, + 1 cem Embden-Ester (2,6 mg P) 
+ 0,5 cem H,0. 


, IV: 5 ecem »  tlecm ,, + 1cem Harden-Young-Ester (5,2 mg P) 
+ 0,5 eem H,0. 


» WV: 5eem »  tleem ,, + 1eem Glykog. (16mg) + 0,5ceem H,O. 


Incubationszeit 1 Stunde, Temperatur 20°, py = 7,0. 


Alle Werte in mg auf den Gesamtansatz berechnet. 




















. ' 
an —— Ge- | Gebildete 
a | | Ge- | Abgespalte-| bildeter | Milch- 
_ Po: Pz | Pao | Pygo | Samt- | ner anorg. NH,-N siiure 
I | 3,88 | 3,93 | 4,00 430 | 462) 9 6 9 
II | 5,85 | 5,85 | 5,31 | 6,85 | 6,80 1,97 0,350 ") 
II | 5,64 | 6,27 | 6,30 | 7,80 | 9,70 1,76 0,137 6,4 
IV ] 7,52 | 9,00 | 9,08 | 9,80 | 11,85 3,64 0,045 8,7 
V | 4,43 | 5,05 | 5,47 | 6,25 | 6,85 0,55 0,183 6,4 


*) Berechnet durch Abzug des Kontrollwertes (= 3,88 mg P, Ansatz I). 


nichst die labilen P-Reste der Adenosin-triphosphorsiure iiber- 
nehmen?), und daB die freie Adenylsiure zum Teil der Desami- 
nierung verfillt, bevor noch aus der gebildeten Fructose- 
diphosphorsiure Phospho-brenztraubensiure in geniigender Kon- 


| zentration entstanden ist. 


Aus der Menge des gebildeten Ammoniaks liBt sich der Teil 
der Adenosin-triphosphorsiure berechnen, welcher dephosphoryliert 
worden ist. Auf 1 Mol NH, entstehen nimlich aus der Adenosin- 
triphosphorsaure 2 Mol Phosphorsiure, d. h. pro 1 mg NH, — N: 
4,43 mg P. Durch Multiplikation der NH, — N-Werte mit dem 


_ Faktor 4,43 erhalten wir also direkt die aus der ATP abgespaltenen 


Phosphatmengen. Nach Abzug dieser Werte von dem gesamten, 
in Freiheit gesetzten Phosphat erhalt man diejenigen P-Mengen, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIII. 3 
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welche von den Substraten aufgenommen bzw. abgespalten 
worden sind: 
Ansatz mit Glykogen V: 0,55 mg P — 4,43 - 0,183 mg P 


a. 

» 9 Embden-Ester III: 1,76 mg P — 4,43 - 0,045 mg P 
= + 1,15 mg P 

»  y HUarden-Young- Ester IV: 3,64 mg P — 4,43 - 0,045 
= + 3,44 mg P 


Bringen wir nun diese P-Werte in Beziehung zur Milchsiure- 
bildung, so ergeben sich folgende molare Aquivalenzverhiltnisse: 


Ansatz mit Embden- Ester: P: Milchsiure 

= (1,15: 31 = 6,4: 90) = 0,52 
Harden- Young-Kster: P: Milchsiiure 

= (8,44: 31 = 8,7: 90) = 1,15 


” ”? 


Pro Mol Milchsiure wird im Ansatz mit Hexose-monophosphor- 
siure 0,5 Mol P, im Ansatz mit Fructose-diphosphorsiure etwas 
iiber 1 Mol P abgespalten, wiihrend im Ansatz mit Glykogen, 
trotz derselben Milchsiurebildung wie aus Hexose-monophosphor- 
siure, nicht nur kein anorganischer P in Freiheit gesetzt wird, 
sondern sogar ein geringer Betrag verschwindet. Dieser Schwund 
beruht auf Veresterung von Glykogen mit anorganischem Phosphat 
zu Hexose-monophosphorsiure. Daf aus Fructose-diphosphor- 
siure etwas mebr P gebildet wird, als dem Verhiltnis P : Milch- 
siure = 1 entspricht, steht damit im Zusammenhang, daf wihrend 
einer einstiindigen Incubation eine geringe Menge H,PO, aus dem 
Harden-Young-KEster abgespalten wird. 


Die Bedeutung dieser Befunde ist bereits im theoretischen 
Teil diskutiert worden. Wir méchten noch darauf aufmerksam 
machen, daB die faquimolekulare Bildung von Milchsiure und 
anorganischem Phosphat aus Fructose-diphosphorséure immer 
dann zu finden sein wird, wenn die Menge der Adenosin-triphos- 
phorsiure im Verhaltnis zum Harden-Young-KEster gering ist. 
Kleine Quantitaten von ATP kénnen ein Vielfaches von Fructose- 
diphosphorsiure in Milchsaure iiberfiihren, so daB die endgiiltige 
Dephosphorylierung der ATP in der Bilanz des gesamten abge- 
spaltenen Phosphors eine untergeordnete Rolle spielt. So ist es 
auch verstindlich, daB die meisten Autoren das iquimolekulare 
Auftreten von Milchsiure und anorganischem Phosphat beobachtet 
haben. Es sei aber nochmals betont, daB in allen Fallen das 
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gesamte Phosphat der zu Milchsiure abgebauten Fructose-diphos- 
phorséure oder Hexose-monophosphorsiure iiber die Adenylsiure 
in Freiheit gesetzt wird und daB die Adenosin-triphosphorsiure 
die eigentliche unmittelbare Muttersubstanz des abgespaltenen 
Phosphats bildet. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine enzymatische Methode zur priaparativen 
Synthese des Embden-KEsters aus Glykogen und anorganischem 
Phosphat angegeben. 

2. Die Reaktion zwischen Glykogen und anorganischem 
Phosphat findet selbst in 8 Tage alten Muskelextrakten statt; sie 
ist in Ubereinstimmung mit friiheren Arbeiten [yon Parnas, 
Ostern und Mann’) und von Parnas und Baranowski®)| vom 
Co-Ferment unabhingig. Bei Uberschu8 von Glykogen wird das 
gesamte anorganische Phosphat, bei Uberschu& von Phosphat das 
gesamte Glykogen verestert. 

3. Hexose-monophosphorsiure und Glykogen beschleunigen 
in inaktivierten, oder vergifteten*) Extrakten die Desaminierung 
der Adenosin-phosphorsiure, weil sie als Phosphat-acceptoren 
der labilen ATP-Phosphat-Reste wirken. Fructose-diphosphor- 
siiure ist unwirksam. 


4, Glykogen, Hexose-monophosphorsiure und Fructose-di- 
phosphorsiiture hemmen in frischen sowie reaktivierten milch- 
siurebildenden Extrakten die Desaminierung der Adenosin-tri- 
phosphorsaure in folgender Reihenfolge: Harden-Young- Ester > 
Kmbden-Ester) Glykogen. Die Wirkung aller 3 Stoffe beruht 
auf der Bildung des fiir die Rephosphorylierung der Adenylsiure 
spezifischen Phosphatdonators — der Phospho-brenztraubensiure. 


5. Hexose-monophosphorsaure wird durch Adenosin-triphos- 
phorsiure zu Fructose-diphosphorsiure phosphoryliert. Der 
Nachweis der Diester-Bildung wurde sowohl auf analytischem als 
auch priparativem Wege gefiihrt. Die Reaktion beruht wahr- 
scheinlich auf einer unmittelbaren Phosphat-iibertragung vom 
ATP-Molekil auf das Molekiil der Hexose-monophosphorsiure. 
Anorganische Phosphate vermégen den Embden-Kster nicht zu 
phosphorylieren. 


6. Phlorrhizin hebt bei einer Konzentration von m/100 die 
Veresterung von Glykogen mit anorganischem Phosphat, und 


*) Mit Jodacetat oder Fluorid. 
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ebenso auch die Ubertragung der labilen P-Reste der Adenosin- 
triphosphorsiure auf Glykogen vollstindig auf. Die Spaltung der 
Adenosin-triphosphorséure zu Adenylsiure und Phosphorsiure 
wird sehr stark verzégert. Die Phosphat-iibertragung von der 
Adenosin-triphosphorsiure auf Hexose-monophosphorsiure wird 
dagegen unter denselben Versuchsbedingungen nur wenig gehemmt: 
dementsprechend beobachtet man in Ansiitzen mit Hexose-mono- 
phosphorsiure, im Gegensatz zu Ansitzen mit Glykogen eine 
starke Beschleunigung der Desaminierung der Adenosin -triphos- 
phorsiure. 

7. Auf Grund dieser Versuche wird eine primire Rolle des 
Embden-Ksters beim Abbau des Glykogens zu Milchsiure an- 
genommen. Die Initialreaktion im Schema von Parnas und 
Ostern?}’); 

Glykogen + ATP + H,O = Fructose-diphosphorsaiure + Ade- 


nylsiure. wird als Summe zweier Teilvorginge aufgefabt: 
I. Glykogen + Phosphorsiiure = Hexose-monophosphorsiure. 


V. Hexose-monophosphorsiure + ATP + H,O = Fructose- 
diphosphorsiure + H,PO, + Adenylsiure. 


8. Es werden die Beziehungen zwischen der Milchsiurebildung 
und Abspaltung von anorganischem Phosphat studiert. fiir die 
Glykolyse von Hexose-monophosphorsiure, Fructose - diphosphor- 
siure und Glykogen ergeben sich drei verschiedene Reaktions- 
gleichungen: beim Abbau des Glykogens zu Milchsiure wird kein 
Phosphat in Freiheit gesetzt, beim Abbau des Mono-Ksters 
1/, Mol, beim Abbau des Diesters 1 Mol Phosphorséure auf 1 Mol 
Milchsaure. 


Die Kosten dieser Arbeit sind zum Teil aus Mitteln bestritten worden, 
die von der Rockefeller Foundation Herrn Professor Parnas zur Ver- 
fiigung gestellt worden sind. 


Herrn Professor Parnas danken wir fiir die dieser Arbeit gewihrte 
Férderung und Unterstiitzung. 
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Sphingomyelin bei Niemann-Pickscher Krankheit. 
Von 
Caspar Tropp und Bruno Eckardt. 


(Aus der Medizinischen und Nervenklinik Wirzburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1936.) 


Die Frage nach der Pathogenese der Niemann-Pick schen 
Krankheit hat durch die bedeutsame Feststellung Klenks?), dab 
das ,,Speicherphosphatid“ offenbar vorzugsweise aus Sphingomyelin 
besteht, eine wesentliche Vertiefung erfahren. Bereits friihere 
Untersucher hatten die Phosphatidvermehrung in den erkrankten 
Organen festgestellt, hielten jedoch die Phosphatide fiir Glycerin- 
phosphatide. Ihre Menge wurde aus den aufgefundenen Lipoid- 
phosphorwerten berechnet. Erst Epstein und Lorenz?) kamen 
Bedenken, als sie neben iitherléslichen auch itherunlésliche, jedoch 
alkohollésliche Phosphatide auffanden, die sie nicht zu charak- 
terisieren vermochten. Wiahrend diese Autoren noch von einer 
vorherrschenden Beteiligung der Glycerinphosphatide sprechen, 
konnte Klenk (a. a. O.) feststellen, daB in dem von ihm unter- 
suchten Fall die atherléslichen Phosphatide im Verhiltnis zum 
Sphingomyelin nicht wesentlich vermehrt waren. 

Wir hatten durch das freundliche Entgegenkommen von Herrn 
Prof. Letterer*) Gelegenheit, Leber- und Milzmaterial eines Falles 
Niemann-Pickscher Krankheit zu untersuchen, die ebenfalls 
mit amaurotischer Idiotie vom T'yp Tay-Sachs kombiniert war. 

Uns gelang es ebenfalls, Sphingomyelin zu isolieren. Unsere 
Ausbeuten stimmen mit denen von Klenk annahernd iiberein. 
Auch sonst verhielt sich das von uns isolierte Material weitgehend 
iihnlich. Der Glycerinphosphatidgehalt der Milz betrug 5°/, der 
Trockensubstanz, Neutralfett und Cholesterin dieses Organs machten 
20°/, aus. Die entsprechenden Werte fiir die Leber fehlen leider, 
da das Material verungliickte. 


*) Herr Prof. Letterer wird an anderer Stelle iiber diesen Fall mono- 
graphisch berichten. 
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Die nachfolgende Tabelle gibt AufschluB iiber die Roh- 
sphingomyelinmenge des von Klenk und des von uns unter- 
suchten Falles: 








Gehirn Milz Leber 


Gesamt-Phosphatid 
Normalorgan 3,8°/, weiBe Subst. 


22,8°/, graue Subst. 0,075—2,25°, | 1,0—4,9°/, 


Sphingomyelin (roh) 











Niemann-Pick 
92 5 0/ 94°70 92 g 0/ 
(Tay-Sachs) Klenk 23,5 "/o 24,0 °/9 23,8 "/o 
Niemann-Pick 
(Tay-Sachs) | -- 25), 19°/, 
Tropp u. Eckardt 


Nachdem auch wir keine wesentliche Erhéhung der Glycerin- 
phosphatide gefunden haben, erscheint es fraglich, ob nicht auch 
in friiher untersuchten Fallen lediglich nur eine Vermehrung des 
Sphingomyelins vorlag. Wir werden in unserer Ansicht durch 
Befunde gestiitzt, die Gegenstand einer spiiteren Veréffentlichung 
sind. Aus Organmaterial, das durch Aceton getrocknet war, 
konnten wir durch Ather-Extraktion allein die Hiilfte des Ge- 
samtsphingomyelins gewinnen. Es ist eine von uns schon seit 
langem beobachtete Tatsache, da8 Sphingomyelin im Gemisch der 
gesamten ,aitherléslichen“ Lipoide reichlich in Lisung geht, um 
jedoch bei Abkiihlung sehr schnell und fast quantitativ auszufallen. 
Nach der Abscheidung ist es unméglich, eine nochmalige Lésung 
in Ather zu erreichen. Die alleinige Bestimmung des P-Wertes, 
als Gradmesser der zu bestimmenden Phosphatide, konnte nicht 
befriedigen. 

Die spezifische Drehung betrug fiir das Milzpraparat + 5,64°, 
fiir das Leberpriparat + 5,86° Die entsprechenden Werte sind 
bei Klenk + 9,26° und + 10,15°. 

Bei der Verseifung des erhaltenen Sphingomyelins wurden 
neben Lignocerinsiure, Palmitin- und Stearinsiiure gewonnen. Die 
Zusammensetzung der Leber- und Milzsphingomyeline scheint 
demnach in unserem Fall dieselbe zu sein, wie sie Klenk bei 
seinen Untersuchungen feststellte. 


Zur Untersuchung standen uns von Leber- und Milzpulver 


je 10 g zur Verfiigung. Bei der Verarbeitung des Organmaterials 


hielten wir uns weitgehend an die von Klenk (a. a. O.) gegebenen 
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Vorschriften, um fiir die Vergleichbarkeit der Werte méglichst 
gleiche Voraussetzungen der Verarbeitung zu haben. 


Da das Milz- und Leberpulver eine gleiche Behandlung er- 
fuhr, geben wir in folgendem den gemeinsamen Aufarbeitungs- 
gang an. 


Das trockene Gewebspulver wurde 2 mal je 40 Stunden mit Aceton 
erschépfend extrahiert, um die schon wihrend der Extraktion ausfallende, 
sehr helle, fast weiBe Substanz méglichst ganz zu erfassen. Nach Abschluf 
der Extraktion wurde die Substanzabscheidung in einer Kiltemischung 
beschleunigt, anschlieBend vom Niederschlag abdekantiert, in Ather auf. 
geschlemmt und dadurch von der adhirenten dunkelgefirbten Mutterlauge 
befreit. Die Acetonmutterlauge wurde weitgehend eingeengt, und das daraus 
ausfallende und wie oben gereinigte Material mit der Hauptmenge vereinigt. 
Kine in Methylalkohol geléste Probe des sehr hellfarbigen Materials ergab 
auf Zusatz von Cadmiumacetat nur geringe Spuren einer Ausflockung. Die 
Substanz war nach dem Umkrystallisieren aus Essigester farblos und gab 
keine Molischsche Reaktion. 

Der Acetonextraktion folgte eine 24 stiindige Atherextraktion, aus der 
sowohl spontan als auch in der Kiilte keine Substanzabscheidung ‘mehr er- 
folgte. Die Acetonmutterlauge wurde getrennt und mit der Athermutterlauge 
zusammen weitgehend eingedampft, der Riickstand von beiden in méglichst 
wenig Ather aufgenommen und in Aceton eingegossen, worauf die Glycerin- 
phosphatide (Lecithin und Cephalin) in lichten, hellgelben Flocken ausfielen. 
Die restierende Mutterlauge ergab beim Verdampfen des Lésungsmittels 
Fette und Cholesterin. Das Cholesterin wurde durch die Liebermann- 
Burchardsche Reaktion nachgewiesen. 


Die dritte Extraktion wurde mit Methylalkohol-Chloroform (3:1) aus- 
gefiihrt. Im Gegensatz zur Atherextraktion trat eine dunkelbraunrote Ver- 
firbung des Extraktionsmittels ein. Dieses wurde nach Beendigung der 
Extraktion weitgehend weggedampft. Es fallen in der Kilte ockerbraune 
Flocken aus. Auf Zugabe von Aceton kam es zu einer weiteren betricht- 
lichen Ausscheidung, der Niederschlag wurde abzentrifugiert, mit Ather 
von anhaftender Mutterlauge gewaschen, in der 10fachen Menge von Methy]- 
alkohol gelést und durch Zugabe einer konzentrierten Cadmiumacetatlésung 
von einer ausfillbaren Verunreinigung befreit. Nach Entfernung des iiber- 
schiissigen Cadmiumacetates durch H,S wurde vorsichtig bis zur Trockene 
verdampft, und die zuriickbleibende Substanz aus Essigester umkrystallisiert. 
Durch diese Reinigungsart konnte die Substanz jedoch nicht so rein er- 
halten werden, wie das Material, das direkt durch Acetonextraktion aus 
dem urspriinglichen Organpulver gewonnen wurde. Die weitere Reinigung 
erfolgte durch das Prinzip der Absorptionsanalyse, wobei die farbgebenden 
Verunreinigungen sich leicht an Al,O, adsorbieren lieBen, und in einem 
Arbeitsgang bereits hochgradig gereinigtes Sphingomyelin im Filtrat erhalten 
wurde. Das Al,O, (nach Brockmann) wurde mit Petrolither in die Réhre 
geschlemmt, das Sphingomyelin ebenfalls in Petrolither suspendiert und durch 
vorsichtige Zugabe geringer Alkoholmengen in Lésung gebracht. Die Ver- 
luste betrugen bei diesem ersten Versuch bis 40°/,, bedeuten aber immer 
noch der ebenso verlustreichen Umkrystallisation aus Pyridin gegeniiber zu- 



































rr lowest elle OSS 








‘lichst 


g er- 
ungs- 


\ceton 
lende, 
schluf 
chung 
r auf- 
rlauge 
laraus 
pinigt. 
ergab 

Die 
d gab 


is der 
hy er- 
lauge 
lichst 
ceril- 
fielen. 
Littels 
ann- 


aus- 
Ver- 
r der 
raune 
dicht- 
Ather 
thy|- 
sung 
iiber- 
‘kene 
siert. 
n er- 
aus 
sung 
nden 
inem 
alten 
éShre 
urch 
Ver- 
umer 
r Zu- 





Sphingomyelin bei Niemann-Pickscher Krankheit. 41 


mindest eine erhebliche Zeitersparnis. Die Ausbeuten werden sich méglicher- 
weise durch Verwendung anderer Adsorbentien und anderer Lésungsmittel 
noch erheblich steigern lassen, 


Leber. Aus 10 g Trockenpulver wurden bei der ersten Aceton- 
extraktion 0,7 g einer weiBen Substanz, bei der zweiten Acetonextraktion 
0,6 g einer ganz leicht gelblich gefirbten Substanz erhalten. Die Ather- 
und Methylalkohol-Chloroform-Extraktion ergab nach Reinigung mit 
Cadmiumacetat nur noch 0,6g gelbbraun gefirbtes [Rohsphingomyelin. 
Insgesamt konnten somit 1,9 g gleich rund 20°/, Rohsphingomyelin gewonnen 
werden, das etwa 1g Reinmaterial lieferte. Die farblose Substanz ist 
hygroskopisch und lést sich in Wasser in der Wirme zu einer opaken, 
schiumenden Emulsion auf. Schmelzp. 208° unter Braunfirbung. 

Spezifische Drehung: Das Sphingomyelin wurde in 20 cem Chloro- 
form-Methylalkohol (1:1) aufgelést und im 2 dm-Rohr polarisiert. ¢ = 0,197 g. 
“as + 0,11° 


Die Substanz wurde zur Analyse bei 25° iiber P,O, im Hochvakuum 
getrocknet. 

4,288 mg Subst.: 10,230 mg CO,, 4,20 mg H,O. — 3,653 mg Subst.: 
(24°, 720 mm) 0,146 cm N,. — 3,308 mg Subst. (3,710 mg): 10,75 mg (10,70 mg) 
Ammoniumphosphormolybdat. 


Lignoceryl-Sphingomyelin C,,H,,N,PO, (832,84). 
Ber. C 67,82 H 11,72 N 3,36 P 3,73. 
Nervonyl-Sphingomyelin C,,H,,N,PO, (831,06). 
Ber. C 67,88 H 11,58 N 3,37 P 3,74. 


Stearyl-Sphingomyelin C,,H,,N,PO, (748,74). 
Ber. C 65,71 H 11,44 N 3,73 P 4,15. 
Palmityl-Sphingomyelin C,,Hg,N,PO, (720,71). 
Ber. C 64,96 H 11,19 N 3,86 P 4,31 
Gef. ,, 65,07 ,, 10,96 ,, 4,85 ,, 4,10, 4,19. 


Cholesterin, Lecithin, Kephalin und Neutralfett wurden im Arbeits- 
gang nachgewiesen, jedoch, wie bereits erwihnt, verungliickte die quanti- 
tative Bestimmung. 


Milz: 10,4 g Milztrockenpulver ergaben bei der 2maligen Aceton- 
extraktion zusammen 2,2 g eines nur sehr schwach gelblich gefirbten 
Rohsphingomyelins. Durch die angeschlossene Ather- und Methylalkohol- 
Chloroformextraktion konnten nur noch insgesamt 0,3 g eines stark verun- 
reinigten Rohsphingomyelin gewonnen werden, so daB sich fast 83°/, mit 
Aceton allein extrahieren lieBen. Die erhaltene gesamte Rohsphingomyelin- 
menge betrug 2,5 g = 25°/, des Trockenmaterials. Das Reinmaterial verhielt 
sich nach einer nochmaligen Umkrystallisation aus Essigester chemisch und 
physikalisch, wie es bei der Leber beschrieben wurde. Der Schmelzpunkt 
war etwas héher und schirfer und lag bei 211—212° unter Braunfirbung. 
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Spezifische Drehung: Das Sphingomyelin wurde wie bei der Milz 
beschrieben, gelést. C = 0,427 g. o = + 0,25°. 


xe . 0,86 
lolb° = 6 0427 

Verseifung der Sphingomyeline. Wegen Materialmangel wurden 
das Milz- und Lebersphingomyelin vereinigt (0,6 g) und zusammen mit 
der 30 fachen Menge methylalkoholischer H,SO, (10°/, Gewicht) 5 Stunden 
auf dem Wasserbad verseift. Beim Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
fillt ein blittriger Krystallbrei aus. Abgesaugt und getrocknet betrug 
die Menge etwa 90 mg und war von grauweiBer Farbe. Schmelzpunkt 
= 50—52°. Zur Reinigung wurde der Ester in sehr wenig Aceton gelést, 
in dem das Material sehr leicht léslich ist, und mit 2—3 Tropfen Wasser 
versetzt. Nach Umkrystallisierung und Abkihlen im Eisschrank wurde ein 
sehr helles Material erbalten (70 mg) vom Schmelzp. 54°. Zur weiteren 
Reinigung wurde der Ester verseift, mit Ather ausgeschiittelt und die aus 
dem Ather erhaltene freie Siure vorsichtig aus Alkohol umkrystallisiert. 
Die farblosen Krystalle schmolzen bei 76°. Die freie Siure wurde nun 
abermals verestert, der Ester, aus Petrolither umkrystallisiert, zeigte jetzt 
einen Schmelzpunkt von 58°. Nach Verseifung und Gewinnung der freien 
Siure ergab diese nach nochmaligem Umkrystallisieren einen Schmelzpunkt 
von 79°. Der Mischschmelzpunkt mit reiner Lignocerinsiure vom Schmelz- 
punkt = 80° ergab 79%. Wegen Substanzmangel war es leider nicht még- 
lich, noch weitere Analysen durchzufiihren. Wir glauben jedoch aus den 
angegebenen Daten mit groBer Wabhrscheinlichkeit annehmen zu diirfen, 
daB es sich in dem vorliegenden Fall um Lignocerinsiéure handelt. 

Die Mntterlaugen wurden eingedampft (151 mg) und im Hochvakuum 
destilliert. 


= + 5,86°. 











AuBenbad- Innenbad- Druck Menge Schmelz- 
Temperatur | Temperatur mm Hg mg punkt 
, 150° 110° 0,01 57 28° 
II. 160° 120° 0,01 28 35° 

















Die aus dem Ester I erhaltene Fettsiure schmolz nach 3maligem Um- 
krystallisieren bei 58°. Der Mischschmelzpunkt mit reiner Palmitinsdure 
betrug 59°. 

Subst.: 16,44 mg n/50 alkohol. Lauge 3.11 eem. — Sfurezahl 212,25. — 
Mol. Gew. 264,3 (theor. 256,25). 

Die aus dem Methylester II nach Verseifung erhaitene freie Fettsiure 
schmolz bei 65° nach 2 maligem Umkrystallisieren. Der Mischschmelzpunkt 
mit reiner Stearinsiure war 66°. 

Subst.: 6,2 mg n/50 alkohol. Lauge 1,13 eem. — Séurezahl 204,0. — 
Mol. Gew. 274,4 (theor. 284,29). 


Schrifttum. 
. Diese Z. 229, 151 (1934); 235, 24 (1935). 
. Diese Z. 192, 145 (1930); 211, 217 (19383). 
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‘Uber das Schicksal der Protamine in der befruchteten Eizelle 


Von 


K. Felix, L. Baumer und E. Schorner. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 


[Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt a. M.] 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1936.) 


In unseren bisherigen Arbeiten iiber das Clupein haben wir 
uns bemiiht, durch partielle Spaltung mit Fermenten und Sauren 
héhermolekulare Bruchstiicke zu isolieren, um aus ihnen einen 
Kinblick in den Bau dieses Protaminmolekiils zu gewinnen. Ks 
ist gelungen, eine Reihe von Dipeptiden des Arginins mit einigen 


| Monoaminosiiuren, ferner Arginyl-arginin und ‘Triarginyl-arginin 


als krystallisierte Pikrate bzw. Pikrolonate zu identifizieren. Die 
Vereinigung dieser Ergebnisse mit den schon friiher von A. Kossel 
erhobenen Befunden lieB bereits gewisse Schliisse auf die An- 
ordnung der Bausteine zu. Die damals skizzierte Formel?) ist 
natiirlich nur eine vorliufige und wird durch unsere weiteren 
Arbeiten erginzt werden. Immerhin ist es berechtigt, jetzt schon 
der Frage nachzugehen, was mit dem Protamin in der Eizelle 
nach der Befruchtung geschieht. 

Um zuniichst einmal einen Anhaltspunkt dafiir zu gewinnen, 
was fir Umwandlungen das Protamin iiberhaupt erfahren kann, 
haben wir die Spermatozoen und die Hier des Herings auf ihren 
Gehalt an den wichtigsten proteolytischen Fermenten untersucht, 
und zwar an Trypsin, Kathepsin, Polypeptidase und Dipeptidase, 
ferner noch an Arginase. Nur die Priifungen auf die beiden 
letzten Fermente gaben eindeutige Ausschlige; bei den anderen 
waren sie meist voéllig negativ oder nur ganz minimal. Weder 
die Eier noch die Spermatozoen des Herings enthalten somit 
Trypsin, Kathepsin und Polypeptidase in aktivem oder aktivier- 
barem Zustand. Eine Anderung des Clupeins ist also nur von 
Seiten der Arginase zu erwarten. Nach unseren friiheren Ver- 
suchen!) steht am Carboxylende der Peptidkette des Clupeins ein 
Argininrest, der von Arginase zwischen p,, 7 und 8 angegriffen 
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wird. Arginin, das nur mit der Aminogruppe in einem Peptid 
gebunden ist, verhalt sich ebenso wie e-Monobenzoylarginin und 
Argininsaure’*) 3), 

Nachdem Arginase in den Spermatozoen enthalten ist, bestelht 
die Méglichkeit, daB das Clupein bereits dort von diesem Ferment 
angegriffen wird. Wir haben deswegen im Laufe einer Laichzeit, 
von Dezember 1934 bis Marz 1935, in den mit Essigsiure ge- 
fallten und gewaschenen Képfen der Heringsspermatozoen den 
Gehalt an Arginin und an anderen leicht bestimmbaren Amino- 
siuren, wie Histidin, Tryptophan, Tyrosin und Cystin er- 
mittelt. Bei einer Portion wurde auch noch das Lysin bestimmt. 
Wahrend der Gehalt an den Monoaminosiuren und an Histidin 
innerhalb der Fehlergrenzen der Methode konstant bleibt, nimmt 
das Arginin deutlich ab, von 18,08°/, im Dezember auf 16,2°/, 
im Marz. Es ist méglich, daB diese Anderung durch Arginase 
verursacht ist. Andererseits kénnen natiirlich auch gegen Ende 
der Laichzeit Spermatozoen gebildet werden, die iiberhaupt weniger 
Arginin enthalten. Auch an eine Anderung des Clupeins selbst 
wire zu denken. Unsere Untersuchungen dariiber sind aber noch 
nicht abgeschlossen. 

Die proteolytischen Fermente miissen erst in einem spiiteren 
Stadium der Entwicklung gebildet oder in den aktivierbaren 
Zustand iibergefiihrt werden. Diese Frage konnten wir nicht 
mehr an dem Material vom Hering priifen, da es nicht méglich 
ist, befruchtete Heringseier in verschiedenen Entwicklungsstadien 
zu erhalten. Wir beniitzten deswegen Forelleneier, die leicht aus 
Fischzuchtanstalten in verschiedenem Alter zu beziehen sind, und 
beschrankten uns auf die Regenbogenforelle. Zunichst haben wir 
wieder die Spermatozoen und unbefruchteten Kier auf den Ferment- 


*) Die gegenteiligen Vermutungen von E. Waldschmidt- Leitz u. 
E. Kofranyi, daB die von uns beobachtete Arginasewirkung auf eine Ver- 
unreinigung durch Protaminase zuriickzufiihren sei, sind unbegriindet 
[Diese Z. 286, 181 (1935)]. Wenn wirklich die Protaminase aus dem Clupein- 
molekiil 2 Molekiile Arginin abspaltet, so hitten wir in unseren Versuchen 
doppelt soviel Harnstoff finden miissen und nicht gerade soviel, als der 
freien veresterbaren und einem Argininrest angehérenden Carboxylgruppe 
des Clupeins fiquivalent ist. Es ist wohl iiberfliissig zu betonen, daB bei 
der Harnstoffbildung aus «-Monobenzoylarginin und Argininsiure von einer 
Beteiligung der Protaminase nicht die Rede sein kann. Es sei auch noch 
an die Befunde von S. Edlbacher u. H. Burchard [Diese Z. 194, 69 
(1930)] erinnert. Sie fanden, daB Arginase die von Dipeptidase befreit ist, 
im Arginyl-arginin nur einen Guanidinrest hydrolytisch spaltet. 
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gehalt untersucht. Die Resultate wichen etwas von denen beim 
Hering ab; die Spermatozoen enthielten keine Dipeptidase und 
nur wenig Arginase; die Kier ebenfalls etwas Arginase und 
daneben noch eine kleine Menge Dipeptidase. Die iibrigen proteo- 
lytischen Fermente waren auch hier nicht nachzuweisen. 

Wir wiederholten dann die Fermentbestimmungen an _be- 
fruchteten Forelleneiern, und zwar 18 Stunden, 7, 14 und 48 Tage 
nach der Befruchtung, also bis kurz vor dem Ausschliipfen des 
jungen Fisches. Auch jetzt fielen die Priifungen negativ aus. 
Zunichst lieB sich noch eine geringe dipeptidatische Wirkung 
feststellen, nach 48 Tagen aber nicht mehr. Der Gehalt an Argi- 
nase nahm zunichst ab, um spiter wieder anzusteigen. Danach 
kénnen sich in der Zeit von der Befruchtung bis zum Ausschlipfen 
des jungen Fisches an dem Protamin keine tiefgreifenden Um- 
wandlungen vollziehen. 

Das Protamin des Forellenspermas ist noch nicht bekannt, 
diirfte aber dem Clupein nahestehen und ebenfalls reich an Arginin 
sein; denn im getrockneten Sperma kommen bereits 22°/, Arginin 
vor. Das unbefruchtete Forellenei enthilt 3,25°/, Arginin. Nach 
der Befruchtung steigt der Gehalt auf 3,75°/, an und betriagt 
nach 48 Tagen 3,5°/,, eine Differenz, die noch innerhalb der 
Fehlerbreite der Methode liegt. Wihrend der ersten Entwicklungs- 
zeit bleibt also der Arginingehalt praktisch konstant, ein Befund, 
der die aus den Fermentbestimmungen gezogenen Schliisse bestiatigt. 

Da aller Wahrscheinlichkeit nach auch im Protamin des 
Forellenspermas das Arginin den Hauptbestandteil ausmacht, darf 
man wohl annehmen, daB es ohne besondere Umwandlung auf 
die Tochterzellen verteilt wird. Wozu es dort dient, laBt sich 
jetzt noch nicht sagen. Vielleicht spielt seine Fahigkeit mit 
prosthetischen Gruppen und komplizierten Kiweifkérpern Ver- 
bindungen einzugehen, eine wichtige Rolle. 

Die Spermatozoen sowohl des Herings als auch der Forelle 
enthalten neben dem Protamin noch anderes KiweiBmaterial, was 
schon bei der praparativen Darstellung auffallt und auch aus 
den obenerwihnten Aminosiiurebestimmungen hervorgeht. Denn 
hier handelt es sich durchweg um Aminosiuren, die mit Aus- 
nahme des Histidins und Lysins allen Protaminen fehlen. Keines 
der bekannten Protamine enthalt eine unentbehrliche Monoamino- 
siure. Die einzigen unentbehrlichen Aminosiuren, die man in 
ihnen aufgefunden hat, sind Lysin und Histidin. Jene genannten 
Aminoséuren finden sich in den Spermatozoen wahrscheinlich 
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zum ‘Teil im freien Zustand, zum Teil auch gebunden in Eiweib- 
kérpern; vielleicht machen letztere die Hauptmenge aus. In dem 
essigsauren Filtrat der ausgefillten Spermatozoenkipfe waren die 
Reaktionen auf Arginin stark, auf Tryptophan deutlich und auf 
Tyrosin schwach positiv, auf Cystin zweifelhaft. Bei der Zerlegung 
der Képfe mit verdiinnter Schwefelsiiure findet man einen Teil 
der Monoaminosiuren in der Nucleinsiurefraktion; sie gibt eine 
sehr starke Reaktion auf Cystin und Tyrosin, eine schwache aut 
Arginin und eine negative auf ‘l'ryptophan. 

Die erwaéhnten Aminosiiuren haben wir weiter in den un- 
befruchteten Herings- und Forelleneiern und bei letzteren wieder 
in verschiedenen Stadien nach der Befruchtung bestimmt. In der 
Trockensubstanz des unbefruchteten Heringseies erhielten wir 
folgende Werte: Tryptophan 0,3, Tyrosin 4,1, Cystin 1,3, Histidin 
1,0, Arginin 3,5, Lysin 1,8°/,; fiir das unbefruchtete Forellenei 
Tryptophan 0,8, Tyrosin 4,8, Cystin 1,3, Histidin 1,0, Arginin 3,3, 
Lysin 1,1°/,. Beide Kier besitzen also ungefihr dieselbe Zusammen- 
setzung hinsichtlich der Aminosiuren. Wiahrend der ersten Ent- 
wicklung trat in dem Gehalt an Tyrosin, Cystin, Histidin und 
wie bereits erwihnt, auch an Arginin keine Anderung ein. Die 
Schwankungen der Resultate waren ungleichmaBig und lagen inner- 
halb der Fehlergrenze; Tyrosin 4,6—4,8°/,, Cystin 1,4—1,6°/,, 
Histidin 1,0—1,1°/,, Arginin 3,3—3,8°/,. Dagegen trat beim 
Tryptophan und beim Lysin eine deutliche Abnahme ein; 18 Stunden 
nach der Befruchtung enthielten die Kier 0,4°/, Tryptophan und 
nach 48 Tagen nur mehr 0,2°/; das Lysin nahm ebenfalls auf 
die Hialfte ab: von 1,8 auf 0,9°/). 

Nur beim Tryptophan und beim Lysin tritt demnach in der 
ersten Entwicklung eine eindeutige Anderung ein, also bei zwei 
ausgesprochen unentbehrlichen Aminosiiuren. Die Prozesse, welche 
im spiiteren Leben von ihnen beiden bestritten werden, miissen 
bereits in friihester Entwicklung ablaufen. Nach Versuchen an 
Warmbliitern gehéren noch Histidin und Cystin, vielleicht auch 
Tyrosin zu den unentbehrlichen Aminosiuren. Falls das auch 
fiir die Fische zutrifft, miiBte man schlieBen, daB die Bediirfnisse, 
die durch sie gedeckt werden miissen, erst in der spiteren Ent- 
wicklung auftreten. Histidin gilt als Muttersubstanz der Purin- 
basen. Wir fanden bei den Forelleneiern eine deutliche Zunahme 
des Purinstickstoffs im Lauf der Entwicklung, der keine ent- 
sprechende Abnahme des Histidins gegeniiber steht. Vielleicht 
synthetisieren die Forelleneier die Purine aus anderen Stoffen. 
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Wir diirfen aber diesen SchluB nur mit Vorbehalt ziehen, da 
wir wegen Mangel an Material die Bestimmung des Purinstick- 
stoffs nur je einmal ausfiihren konnten. 

Die Parallelitit, welche hinsichtlich des Tryptophans und des 
Lysins zwischen dem KiweiBstoffwechsel gleich nach der Befruch- 
tung und dem des erwachsenen Tieres besteht, wird noch deut- 
licher, wenn wir zum Vergleich die Versuche von Frau A. Roche’) 
an eiweiBfrei ernihrten Ratten heranziehen. Sie fand bei Tieren, 
die an KiweiBhunger zugrunde gegangen waren, eine groBe Ab- 
nahme des Lysins und eine kleinere, aber deutliche des Tyrosins 
und Tryptophans im Muskeleiwei8, wihrend Cystin, Histidin und 
Arginin sich nur wenig fnderten. Ihre Resultate weichen von 
den unsrigen nur hinsichtlich des Tyrosins ab. 

Es ist noch auf eine weitere Ahnlichkeit hinzuweisen. Im 
KiweiBstoffwechsel des erwachsenen Organismus unterscheidet man 
zwischen Organ- und ,,zirkulierendem“ Kiweif. Im _ befruchteten 
Forellenei verhilt sich das Protamin wie Organeiweif und jene 
anderen HKiweiBkérper, in denen die Monoaminosiuren vorhanden 
sind, wie zirkulierendes EiweiB. 


Experimenteller Teil. 
I. Priifung auf Fermente. 


Bearbeitet von L. Baumer’). 


Zur Priifung auf Fermente verwandten wir ‘Trockenpulver, die wir 
durch Behandlung der Fischmilch und der Fischeier mit Aceton und Ather 
gewannen. Die Heringsmilch und die Heringseier bezogen wir in verléteten 
Biichsen mit Naphthalin konserviert aus Hamburg, das Forellenmaterial von 
einer Fischzuchtanstalt in der Nihe Miinchens. Die Fische wurden dort direkt 
in ein GefaiB mit Aceton abgestrichen, wobei man nur darauf achten muBte, 
daB keine Verunreinigung durch Kot eintrat, der reich an eiweiBspaltenden 
Fermenten ist. Bei den Forellen trockneten wir das ganze Sperma, bei den 
Heringen wurde das Sperma in Wasser suspendiert und die Képfe durch 
Ansiuern mit Essigsiure gefillt, abgesaugt und mehrfach mit essigsdure- 
haltigem Wasser gewaschen und dann getrocknet. Die Kier wurden nach 
dem Trocknen verrieben und zur Entfernung der Schalen durch Gaze ge- 
siebt. Die Gegenwart von Schalenbestandteilen beeinflubt allerdings den 
Fermentgehalt nicht. 100 g Sperma lieferten etwa 0,5 g und 100 g Kier etwa 
4g Trockensubstanz. 

Zur Gewinnung der Fermentlésungen wurden die Trockenpulver teils 
mit der 16fachen Menge Glycerin, teils mit der 20fachen Menge der Puffer- 
mischung extrahiert, deren p;; dem Optimum des gesuchten Ferments entsprach. 





*) Diese Versuche wurden in den Jahren 1933 und 1934 noch in dem 
Laboratorium der II. Med. Klinik Miinchen ausgefiihrt. 
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1. Priifung auf Trypsin. 





K. Felix, L. Baumer und E. Schérner, 


Als Substrat benutzten wir eine Lésung 


von Casein und zur Aktivierung eine Lisung von Enterokinase, die beide 
nach den Vorschriften der Willstitter-Schule bereitet wurden). 

3g Casein (Hammarsten) wurden in 3 eem n-Ammoniak und 25 cem 
Wasser unter leichtem Erwirmen gelist und schlieBlich auf 50 cem aufgefiillt. 

Zur Darstellung der Enterokinaselésung wurde die abgeschabte Schleim- 
haut des obersten Teiles eines Schw einedarms mit Aceton und Ather ge- 
trocknet und 8,5 g des Trockenpulvers mit 425 cem '/, n-Ammoniak 3 Stunden 
auf der Schiittelmaschine extrahiert, darauf zentrifugiert und vorsichtig auf 


250 ccm eingedampft, um das Ammoniak zu entfernen. 


Darauf wurden 


17,5 n-Essigsiure zugegeben, gemischt und nach 2 Stunden zentrifugiert. 
0,25 ccm Pankreasglycerinextrakt (= 0,03 g Pankreastrockensubstanz) mit 


Tabelle 1. 


Prifung auf ~~ 








Material 


Zeit 
in 


Haupt- 





Zuwachs an ‘/20 n-KOH 





Leer- 


oe, versuch Vv ersuch| 


lncsigdsuporion 





WabBriger Extrakt . 23 
Glycerinextrakt . 24 
Desgl. : 24 
Pufferextrakt . 19 
Desgl. 19 
Glycerinextrakt . 24 
Pufferextrakt 18 


























0,0 sin 
0,20 | 0,15 
0,15 | 0,15 
0,70 | 0,55 
0,72 0,55 

Heringseier 
0,19 | 0,15 
0,30 | 0,30 


Forellensperma 


Differenz 




















Bemerkungen 


Titration un- 
sicher wegen 
starker Triibung 


ohne Enterokinase 


”? ” 
mit ” 
ohne - 


Direkt verwendet . 14 0,40 — — 
Pufferextrakt 21 0,22 0,20 0,02 
Glycerinextrakt . 24 0,18 0,15 0,03 
Durch Kot verunreinigtes Forellensperma 
Glycerinextrakt . 24 3,46 — — 
Desgl. 24 3,21 _ _- 
Pufferextrakt 21 0,47 20 0,27 
Forellenkot allein . 12 4,35 — oo 
Forelleneier 
Glycerinextrakt . 24 0,13 0,20 | — 0,07 
Pufferextrakt 19 0,10 0,55 | — 0,45 
Desgl. 19 0,20 0,55 — 0,35 
Forelleneier nach der Befruchtung 

18 Stunden . ° 18 0,25 0,30 — 0,05 

7 Tage, Glycerinextr. 24 0,28 0,20 0,08 

14 Tage, Pufferextrakt | 18 0,25 0,30 — 0,05 
48 Tage, Pufferextrakt | 25 0,19 0,20 — 0,01 
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i cem dieser Kinaselésung aktiviert, gaben mit 5 ccm Caseinlésung in Gegen- 
wart von Ammoniak-Ammonchlorid-Puffer (py, = 8,9) in 18 Stunden und bei 
30° einen Siiurezuwachs von 4,89 ccm 1/,, n-alkoholische Kalilauge, von 
welchem Wert der Leerversuch mit Enterokinase und Casein allein (0,15 ccm) 
bereits abgezogen ist. 

Fiir die Priifung selbst wurden in einem 10 cem-MeBkélbchen 1,6 cem 
Glycerinextrakt oder 4 ccm Pufferextrakt mit 1 ccm Kinaselisung gemischt 
und 30 Minuten bei 30° zur Aktivierung stehen gelassen. Dann wurden 
5ecm Caseinlésung und 2 cem Ammoniak—-Ammonchlorid-Puffer zugegeben 
und mit Wasser aufgefiillt. Proben von 2 ccm, die gleich nach der Mischung 
und in verschiedenen Zeitabstiinden spiiter entnommen wurden, titrierten 
wir nach Willstitter und Waldschmidt-Leitz mit */,, n-alkoholischer 
Kalilauge gegen Thymolphthalein. Neben dem Hauptversuch lief jeweils ein 
Leerversuch unter gleichen Bedingungen mit Enterokinase und Casein allein. 

In der nachfolgenden Tabelle sind nur die Endwerte der Versuche an- 
gegeben. Die Differenzen zwischen Haupt- und Leerversuch sind hiufig 
gleich 0 oder so minimal, daB von einer Spaltung nicht gesprochen werden 
kann. Eine Ausnahme machen nur die Versuche an einem Forellensperma, 
das mit Kot verunreinigt war. Es gab auch ohne Aktivierung, ebenso wie 
der Kot selbst, eine starke Spaltung. 

2. Prifung auf Dipeptidase. 1,6 cem Glycerinextrakt oder 4 ccm 
Pufferextrakt wurden mit 4 ccm einer Leucyl-glycin-lésung in Phosphatpuffer 


Tabelle 2. 
Priifung auf Dipeptidase. 








Zeit Zuwachs an cem */,, n-KOH 
Material in oaenng — i 
eons. a Leer- | Differenz 


Stunden | versuch  versuch 











Heringssperma 

















Glycerinextrakt ........ 24 0,41 | 0,10 0,31 
Pufferextrakt ......... 46 0,55 0,20 0,35 
Heringseier 
Glycerinextrakt ........ 24 0,29 | 0,10 0,19 
Pullerextwekt ... 2... 1. 47 0,75 | 0,20 0,55 
Forellensperma 
Glycerinextrakt ........ 24 0,12 0,10 | 0,02 
Pufferextrakt .......2.~:. 46 0,22 020 | 0,02 
tie ke hil ie ek yal 46 0,20 0,20 | 0,0 
Mit Kot verunreinigt ..... 46 1,35 0,20 {| 1,15 
ee hae oo me A ewe: oe 46 1,35 0,20 1,15 
Forelleneier 
Glycerinextrakt ........ 24 0,28 | 0,10 0,18 
Pufferextrakt eo ar aes 46 0,65 0,20 0,45 
Nach der Befruchtung 
7 Tage, Pufferextrakt. .... 46 015 | 0,10 { 0,05 
48 Tage, Pufferextrakt. ... . 46 0,10 | 0,10 0,00 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXLIII. 
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von py 7,8, die in 50 ecm 1,88 g des Dipeptids enthialt, in einem 10 cem-Meb. 
kélbchen gemischt und mit verdiinntem Ammoniak und Essigsiure auf den 
Umschlag von Naphtholphthalein eingestellt, 2 cem Ammoniak~Ammon 
chlorid-Puffer (p,, 7,8) zugegeben und mit Wasser auf 10 cem aufgefiillt. Neben 
dem Hauptversuch lief wieder ein Leerversuch mit Leucyl-glycin allein. 

Wie die Zahlen in der vorstehenden Tabelle zeigen, bewirkten die Hx. 
trakte aus Heringssperma und Heringseiern eine deutliche Spaltung, die aus 
Forellensperma nur dann, wenn es mit Kot verunreinigt war. Die Extrakte 
aus dem unbefruchteten Forellenei spalteten ebenfalls deutlich, nach der 
Befruchtung nur mehr ganz minimal oder itiberhaupt nicht. 

3. Priifung auf Polypeptidase. Wir unterscheiden hier nicht nach 
Amino- und Carboxypolypeptidase. Als Substrat diente eine Lésung von 
Leucyl-glyeyl-glycin. 1,53 g des Tripeptids wurden in einer Mischung von 
0,6 ccm n-Ammoniak und 2,5cem n-Ammonchlorid suspendiert, 6,25 eem Phos- 
phatpuffer von py 7,0 zugegeben und nach Liésung mit Wasser auf 25 ecm 
aufgefillt. Die einzelnen Ansitze waren hinsichtlich der Extrakt-, Substrat- 
und Puffermengen die gleichen, wie bei den vorausgegangenen Priifungen, 
nur mit dem Unterschied, daB hier Phosphatpuffer von py = 7,0 verwendet 
wurde. Bevor wir auf 10 cem auffiillten, priiften wir gegen Bromthymol- 
blau auf die Reaktion und stellten sie, wenn nétig auf py 7 ein. Nach den in 
der folgenden Tabelle zusammengestellten Ergebnissen fielen die Priifungen 
praktisch alle negativ aus. 


Tabelle 3, 
Priifung auf Polypeptidasen. 





Zeit Zuwachs an cem 0,20 n-KOH 


Material in | 
ial Haupt | Leer | nitterens 
Stunden | versuch | versuch 








Heringssperma 




















Glycerinextrakt ........ 24 —0,20 | —0,06 | —0,14 
a 22 0,10 | 0,00 | —0,10 
Hering seier 
Glycerinextrakt ........ 24 0,02 | —0,06 | 0,08 
ee 22 0,13 | 0,00 | 0,13 

Forellensperma 
Glycerinextrakt ........ 24 0,04 | —0,06 | 0,10 
Pufferextrakt.......... 22 0,05 | 0,00 | 0,00 
Forelleneier 
Glycerinextrakt ........ 24 —0,20 | —0,06 | —0,14 
er 22 0,10 | 0,00 | 0,10 
Nach Befruchtung 
ee 22 —0,05 | 0,00 — 0,05 
SRE 3h Wipes % dere ae 22 0,00 0,00 | 0,00 
i. cap. beth ee ee 29 —0,09 | 0,00 | —0,09 








4. Priifung auf Kathepsin. Als Aktivator diente eine 1°/, ige 
Glutathionlésung und als Substrat eine 3°/, ige Gelatinelésung. Die Extrakte 
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i,6 cem Glycerin- bzw. 4 cem Puftferextrakt) wurden zuerst mit 2 cem Gluta- 
thion 30 Minuten bei 37° stehengelassen, und wenn ndétig gegen Methyl- 
rot auf py 4 eingestellt. Dann wurden 4 ccm Gelatinelésung und 1 cem 
Citratpuffer von py, = 4,0 zugesetzt, auf 10 eem aufgefiillt und in einen 
Thermostaten von 37° gebracht. 


Tabelle 4. 
Priifung auf Kathepsin. 





Zeit Zuwachs an cem 0,20 n-KOH 














Material in 
; Haupt- {| Leer- | Differen: 
Stunden | versuch | versuch eoees 
Heringssperma 
Glycerinextrakt ........ 48 —0,01 | 0 —0,01 
Pufferertrakt .........4) 24 0,05 — 0,05 
Heringseier 
Glycerinextrakt ........ 48 0,07 0.00 — 0,07 
Pofferextrakt 2... 12 tw we 24 0,10 ’ 0,10 
Forellensperma 
Glycerinextrakt . ‘ 48 —0,05 | | —0,05 
Pufferextrakt ; 25 0,10 0,00 | 0,10 
- 24 0,00 j 0,00 
Forelleneier 
Glycerinextrakt ........ 48 0,02 0.00 0,02 
go 24 0,10 . 0,10 
Nach Befruchtung 
18 Stdn. Glycerinextrakt. .. . 48 —0,03 | — 0,03 
18 ». Pelewentveakt...... 24 —0,04 | | —0,04 
7 Tage Glycerinextrakt. .. . 48 0,01 | | 0,01 
? , WP@@erextrakt..... 24 0,00 | goo 0,00 
14 ,, Glycerinextrakt. ... 48 —0,02 | ; — 0,02 
14 ,, Pufferextrakt..... 24 0,02 | 0,02 
48, Glycerinextrakt. .. . 48 0,00 | 0,00 
48  ,, Pufferextrakt..... 24 0,03 | 0,03 











5. Priifung auf Arginase. 5 cem eines Pufferextrakts, die 0,1 g 
Trockensubstanz enthielten, wurden in Reagenzglisern mit 1 ccm einer 
2°/,igen Argininlésung und 2 cem Glykokoll—Natronlauge—Kochsalz- Puffer 
von Py = 9,0 gemischt und 24 Stunden in einem Thermostaten von 30° 
stehengelassen. Danach wurden die Réhrchen 15 Minuten in ein siedendes 
Wasserbad getaucht, wieder abgekiihlt, mit '/,, n-Salzsiure neutralisiert, 
Phosphatpuffer von p;; = 7,0 und Ureasepulver versetzt. Nachdem sie eine 
Stunde bei 38° gestanden hatten, wurde in der iiblichen Weise das frei- 
gewordene Ammoniak bestimmt. Der Leerversuch wurde mit Arginin, 


Puffer und Urease angesetzt. Die nachfolgende Tabelle gibt an, wieviel 
Milligramm Arginin durch 0,1 g Trockensubstanz in 24 Stunden bei 30° 
abgebaut wurden. 


4* 
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Priifung auf Arginase. 


Material (Pufferextrakte) Arginin in mg 
OO a a | 
gs Ok oe aw ae ae 
Por@ilemeperma .......++++4+2 1,06 
Forelleneier 5: ak «Glace, dae tl, Sa 

. 18 Stdn. nach der Befruchtung 1,05 
7 Tage ,,,, - 0,83 
" ae m 0,83 

So » ee " 1,12 


II. Bestimmung der Aminosauren. 


Bearbeitet von E. Schoérner. 


Fiir die Bestimmung des Tryptophans verwandten wir das Ver 
fahren von S. Winkler"), das auf der Reaktion von Adamkiewicz- 
Hopkins beruht und kleine Zusiitze von Kupfersulfat beniitzt. Die Farb- 
messung erfolgte in dem Stufenphotometer mit Filter $53. Mit einer 
bekannten Tryptophanlisung, die pro 1 ccm 0,2 mg Tryptophan enthiilt, 
haben wir uns zuniichst verschiedene Verdiinnungen bereitet, mit ihnen die 
Farbreaktion angestellt und auf halblogarithmischem Papier die Trommel- 
ablesungen bei 0,5 und 1 ccm Schichtdicke gegen die Tryptophanmengen 
aufgetragen. Aus diesen Eichkurven entnahmen wir die Werte fiir die bei 
den Bestimmungen abgelesenen Trommelzahlen. 


Wir lésten dazu 400 mg Trockenpulver in 20 cem 30°/,iger Kalilauge 
unter Erwirmen auf dem Wasserbade auf und verdiinnten dann mit Wasser 
auf 30 cem. 2 ccm dieser Lésung werden mit 0,2 ccm Glyoxylsiurelésung 
nach Benedikt, 0,3 cem '/,.,)m-Kupfersulfatlésung versetzt, mit Wasser 
auf 3 ccm aufgefillt und auf Eis abgekiihlt. Zu der eiskalten Lésung lied 
man langsam 5 cem auf — 5 bis — 10° abgekiihlte konzentrierte Schwefel- 
siure zuflieBen. Nachdem die Lisungen 3—4 Stunden bei Zimmertempe- 
ratur gestanden hatten, wurden sie gleichzeitig fiir 5 Minuten in ein 
kochendes Wasserbad getaucht und nach dem Abkiihlen photometriert. 


Tyrosin bestimmten wir nach O. Fiirth und A. Fischer‘), ein 
Verfahren, das ‘auf der Millonschen Reaktion beruht. Wir beniitzten 
auch hier wieder das Stufenphotometer mit Filter § 50 und stellten zuniichst 
eine Eichkurve auf mit bekannten Tyrosinlésungen in 5°/, Schwefelsiure, 
die 0,2—3,0 mg Tyrosin in 10ccem enthielten. Die verwendete Schichtdicke 
war durchweg 0,5 ccm. 

Von den Trockenpulvern hydrolysierten wir je 500 mg mit einer 
Mischung aus 2 ccm konzentrierter Schwefelsiiure und 12 cem Wasser 
12 Stunden lang. Danach wurde im MeBkolben auf 35 cem aufgefillt und 
filtriert. 20cem dieses Filtrates werden mit 20 cem 20°/,ig. Phosphorwolfram- 
siure gemischt und einen Tag stehen gelassen, eventuell kommt man mit 
weniger Phosphorwolframséure aus, was man vorher ausprobieren muB. Aus 
einer bekannten Menge dieses Filtrates (16-20 cem) fallt man die iiberschiissige 
Phosphorwolframsiiure mit einer abgemessenen Menge einer 1,5°/, igen 
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Lisung von Chininsulfat (16—18 cem). Ein bekanntes Volumen des Filtrates 
yon Chinin—Phosphorwolframat wird mit 9 ccm 30°/, Natronlauge versetzt, 
um das tberschiissige Chinin auszufillen. Das neue Filtrat, das wieder 
abzumessen ist, wird mit 3,0—3,5 cem 50°/, iger Schwefelsiiure angesiiuert. 
Von dem verbleibenden Volumen werden 10 ccm mit 2 ccm Millon-Reagens 
gemischt und nach %/, Stunde photometriert. Bei der Umrechnung des 
gefundenen Wertes auf das Ausgangsmaterial miissen natiirlich die in dem 
Arbeitsgang vorgenommenen Verdiinnungen genau beriicksichtigt werden. 


Fir die Bestimmung des Cystins bedienten wir uns der Methode 
von M. X. Sullivan''), Die Eichkurve stellten wir nach einer Reihe von 
Cystinlésungen in 1/,,n-Salzsiure auf, deren Konzentration von 0,1 bis 
3,0 mg in 5 cem anstieg. Die: Schichtdicke betrug 0,5 cm; das geeignete 
Filter war § 50. 

0,5 g Trockenpulver werden mit 10 cem 20°/, iger Salzsiiure 6 Stunden 
unter RiickfluB gekocht, mit Tierkohle entfirbt und filtriert. Der Riickstand 
wird griindlich ausgewaschen, mit 33°), Natronlauge bis gerade zum Umschlag 
des Kongopapiers (pq 2—3) versetzt und mit ’/,, n-Salzsiure im MeBkolben 
auf 100cem aufgefillt. Mit 5ccm dieser Lésung werden die Bestimmungen 
ausgefihrt. Zunichst gab man 2 cem einer frischen 5°/, igen Natriumcyanid- 
lésung, nach 10 Minuten 1 cem einer 0,5°/, Lésung von 1,2-Naphthochinon- 
4-sulfosaurem Natrium zu, die jedesmal frisch bereitet wurde, mischte und 
setzte schlieBlich 5 com einer 10°/, igen Natriumsulfitlésung in */, n-Natron- 
lauge zu. Darauf wurde die Mischung 25 Minuten bei 35° stehen gelassen 
und mit 1 cem einer 25°/, igen Natronlauge und 2 cem einer frischen 
2°/, Natriumhyposulfitlésung in */,n-Natronlauge gemischt. Darauf wurde 
photometriert. Nach dem Zusatz der Hyposulfitlésung darf nur 1 mal ge- 
schiittelt werden; man lift dann bis zur Messung verschlossen stehen. 


Das Histidin bestimmten wir mittels der Diazoreaktion nach den 
Angaben von E. Jorpes®). Fiir die Eichkurve beniitzten wir Lésungen 
von Histidinmonochlorhydrat, die 0,01—0,05 mg Histidin pro 1 ccm ent- 
bielten. Die Schichtdicke war 1 cm und das Filter S 50. 


0,5 g Trockenpulver wurden mit 10 cem 20°/,iger Salzsiiure 16 Stunden 
unter RiickfluB gekocht, mit Kohle entfiirbt, filtriert, griindlich ausgewaschen, 
mit 33°/, Natronlauge gegen Kongopapier neutralisiert und in einem Meb- 
kolben mit Wasser auf 100 cem aufgefiillt. Darauf wurden die Basen mit 
50°/, Phosphorwolframsiure gefillt. Nach der Fillung erwirmten wir auf 
einem siedenden Wasserbad und lieBen dann den Niederschlag 48 Stunden lang 
absitzen. Das Phosphorwolframat wurde abgesaugt und mit einer eisgekiihlten 
Lisung, die 2,5°/, Phosphorwolframsiure und 3,5°/, konzentrierte Salzsiure 
enthielt, gewaschen. Der Niederschlag wurde mitsamt dem Filter in 3 n- 
Natronlauge gelést und die Lisung mit Essigsiiure wieder schwach ange- 
sduert. Da die Farbenreaktion sehr empfindlich ist, wurde auf 1 Liter 
verdiinnt. 1cem davon wurde mit 2 ecem der Diazomischung und nach 
1—3 Stunden mit 5 cem einer 1,1°/, igen Natriumearbonatlésung versetzt. 
Frihestens nach 4 und spiitestens nach 8 Minuten wurde photometriert. 
Zur Bereitung der Diazomischung wurden 1,5 ccm einer Lésung, die in 
100 eem 0,9 g Sulfanilsiiure und 9 cem konzentrierte Salzsiure enthiit, 
|,5cem einer 5°/,igen Natriumnitritlésung zugefiigt, 5 Minuten auf Eis gekihlt 
und dann noch 1 mal 6 cem der Nitritlésung zugegeben, gemischt und nach 
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6 Minuten mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Die Nitritlésung wurde fiir 
jede Bestimmung frisch hergestellt. 


Fir die Bestimmung des Arginins nach E. Jorpes und S. Thorén’ 
konnte dieselbe Lésung des Phosphorwolframates verwendet werden, die 
bei der Hydrolyse zur Histidinbestimmung gewonnen wurde. Nur mubte 
noch weiter verdiinnt werden, und zwar auf insgesamt 8 Liter. In 5 ccm 
derselben wurde auf Grund der Sakaguchireaktion die Bestimmung 
durchgefiihrt, bei einer Schichtdicke von 0,5 em Filter S 50. 


5 ccm der Basenlésung wurden in Eis gekihlt, 1 cem 10°/,ige Natron- 
lauge und 8 cem einer 0,02°/,igen Lisung von a-Naphthol, die jedesmal neu 
durch Verdiinnen einer 0,1°/,igen alkoholischen Lésung mit Wasser auf 
100 cem dargestellt wurde, gemischt und in Eis gekiihlt. Nach 1 Stunde 
wurden 0,2 ccm einer Lésung von 2,5 g Brom in 100 cem 5°/,iger Natron 
lauge und genau 15 Sekunden spiiter 1 ccm einer 40°/,igen Harnstoftlésung 
unter kriftigem Schiitteln zugesetzt. Darauf wurde photometriert und der 
Wert aus einer Eichkurve abgelesen, die an Hand von Lésungen mit 0,001 
bis 0,03 mg Arginin pro 1 cem aufgezeichnet worden war. 

Das Lysin bestimmten ebenfalls noch in der gleichen Hexonbasen- 
lésung. Sie wurde zu diesem Zweck wieder mit Schwefelsiiure angesiiuert, 
die ausgefallenen Phosphorwolframate abgesaugt und gewaschen, der Nieder- 
schlag mit Baryt zerlegt und Histidin und Arginin auf bekannte Weise mit 
Silbersulfat und Baryt gefillt. Das Filtrat des Silberniederschlags, die 
»,Lysinfraktion“, wurde auf ein bestimmtes Volumen gebracht und in ihm 
der Stickstoff bestimmt. 


Fir die Bestimmung des Purinstickstoffs beniitzten wir die Modi- 
fikation von N. Poczka®) des Verfahrens yon Thannhauser und Czoniczer. 
Sie beruht darauf, daB der Purinkupfer(I)-niederschlag auf einem Porzellan- 
tiegel gesammelt, gewaschen und dann insgesamt verascht wird. Wir priiften 
sie noch einmal an einem Caseinhydrolysat, dem wir eine bestimmte Menge 
Guanin zugesetzt hatten. Wir erhielten damit befriedigendere Werte als 
nach der Vorschrift von G. Schmidt"). 


Alle Bestimmungen sind mindestens doppelt, meist sogar 3 fach aus- 
gefiihrt worden; mit Ausnahme der Bestimmung des Purinstickstoffs. In 
der nachfolgenden Tabelle sind die Mittelwerte in Prozenten der Trocken- 
substanz zusammengestellt. 


Tabelle 5. 





Hering Forellen Forelleneier 
— nach der Befruchtung von 


Spermato- Eie Spermato- Ri 


zoenkdépfe! zoen | |18Std.| 7Tag.| 14 Tag. | 48 Tag. 
Tryptophan} 0,1 |0,31{ 0,18 | 0,34] 0,41 | 0,32 | 0,25 | 0,28 
Tyrosin. . 1,32 | 4,18 1,6 4,71] 4,62 | 4,56 4,81 | 4,7 
Cystin .. 0,72 | 1,28 0,6 1,96] 1,4 | 1,35 | 1,4 1,55 
Histidin. .| 0,9 | 1,0 043 (1,05] 1,1 | 1,0 1,13 | 1,0 
Arginin . .] 17,0 | 3,45] 22,0 8,25] 3,75 | 3,25 | 3,5 | 3,5 
Lysin. . .| 0,99 [1,78] 0,9 1,12] 1,78 | 1,75 | 1,78 | 0,88 
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Wie bereits im allgemeinen Teil erwihnt, haben wir im Winter 1934/35 
in den mit Essigsiure gefillten und gewaschenen Koépfen der Spermatozoen 
des Herings den Gehalt an Tryptophan, Tyrosin, Cystin, Arginin und 
Histidin nach den oben angegebenen Verfahren bestimmt und die nachfolgenden 
Resultate in Prozenten des Trockenpulvers erhalten. 


Tabelle 6. 


EinfluB der Laichzeit auf die Zusammensetzung der Spermatozoenképfe. 




















Datum Tryptophan} Tyrosin Cystin Arginin Histidin 
17.12. 84 “ 1,02 0,96 18,08 0,92 
16. 1.35 0,15 1,05 0,98 17,70 1,02 
14. 2.85 0,13 0,97 1,00 16,90 0,88 
14. 3.385 0,13 1,05 0,92 16,20 0,98 

Zusammenfassung. 


Um iiber das Schicksal der Protamine in der befruchteten 
Hizelle Aufschlu8 zu gewinnen, wurde zunichst in den Spermatozoen 
und Kiern des Herings und der Regenbogenforelle auf einige 
proteolytische Fermente gepriift. In dem Material aus Hering 
und in den Forelleneiern konnte Dipeptidase nachgewiesen werden. 
('berall war auch etwas Arginase vorhanden. 


In den ersten Entwicklungsstadien des befruchteten Forellen- 
eles sind nur Dipeptidase, die spiiter verschwindet und Arginase, 
die voriibergehend abnimmt, nachzuweisen. 

Von seiten des Fermentgehaltes sind wihrend der ersten 
Kntwicklungszeit keine gréBeren Umwandlungen am Protamin- 
molekiil zu erwarten. Dem entspricht auch, dab der Arginingehalt 
praktisch konstant bleibt. Das noch unbekannte Protamin der 
Regenbogenforelle steht dem Clupein nahe und enthilt als Haupt- 
bestandteil ebenfalls Arginin. 


In den Spermatozoen kommt neben dem Protamin noch 
anderes KiweiBmaterial vor, das Tryptophan, Tyrosin, Cystin, 
Histidin und Lysin enthilt aufSer anderen nicht bestimmten 
Aminosauren. 

Im befruchteten Forellenei bleibt der Gehalt nicht nur an 
Arginin, sondern auch an Tyrosin, Histidin und Cystin praktisch 
konstant, wihrend Tryptophan und Lysin abnehmen. 

Es wird noch auf die Parallelitit, die zwischen dem Kiweib- 
stoffwechsel des erwachsenen Organismus und dem in den ersten 
Kntwicklungsstadien besteht, hingewiesen. 
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Uber Frauenmilch-Phosphatase. 
Von 


Kramadhati Venkata Giri. 


(Department of Biochemistry, Indian Institute of Science, Bangalore.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1936.) 


Neuere Arbeiten iiber die Rolle der Phosphatasen haben 
interessante Beziehungen zwischen den Phosphatasen der Kérper- 
fliissigkeiten und Stotiwechselvorgingen ergeben. Das Enzym ist 
beim Calcium- und Phosphat-Stoffwechsel und bei der Knochen- 
bildung beteiligt. Bei gewissen Knochenerkrankungen des Menschen!) 
ist Plasmaphosphatase vermehrt, desgleichen bei der Ausheilung 
von Knochenbriichen?) und bei der Rachitis der Kinder*). Auch 
bei Ratten*), die bei einer bestimmten Mangeldiit gehalten wurden, 
hat man Anderungen der Serumphosphatase beobachtet. 

Von den Enzymen der Milch nimmt man an, daB sie aus 
dem Blut stammen. Im Hinblick auf die Befunde von Armstrong 
und Banting), die die Knochen fiir die alleinige Quelle der 
Serumphosphatase halten, mag eine Untersuchung der Milch- und 
Blutphosphatase insofern niitzlich sein, als man dadurch vielleicht 
Beziehungen der Milchphosphatase zu gewissen Mangelerkrankungen 
der Frauen finden kann. Roche und Latreille®) haben die 
Gleichartigkeit der Phosphatase aus roten Blutkérperchen einerseits 
und der aus Knochen und Niere andererseits festgestellt. Méglicher- 
weise stammt die Milchphosphatase aus dem Blutserum, wihrend 
die Phosphatase der Blutkérperchen in ihrem Verhalten anderen 
Organphosphatasen niher steht. Dann wird sich wahrscheinlich mit 
dem Phosphatasegehalt des Blutes bei verschiedenen Erkrankungen 
auch die Milchphosphatase gleichsinnig findern. Ist das der Fall, 
dann kann eine Untersuchung der Milchphosphatase fiir die 
Diagnose gewisser Mangelerkrankungen bei Frauen eine wertvolle 
Hilfe bieten. Die Phosphatase der Milch kénnte aber auch ein 
Sekretionsprodukt der Milchdriise sein. Kiirzlich sind Folley 
und White’) bei ihren Untersuchungen iiber die Wirkung des 
Thyroxins auf Milchsekretion und Milch- und Blutphosphatase 
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der Kuh zu der Ansicht gelangt, daB die Hypothese von dem 
Ursprung der Milchphosphatase aus dem Blutserum unhaltbar sci. 
Sie nehmen an, daB die Milchdriise fortgesetzt tiber den Bedar{ 
hinaus Phosphatase bildet und daB der UberschuB in der Milch 
ausgeschieden wird. 

Demuth’) hat als erster geringe Mengen Hexosephosphat 
in der Milch nachgewiesen. Spiiter beobachteten Wilson und 
Hart®) die Phosphatasewirksamkeit wihrend der Laktationsperiode 
und fanden die Milchphosphatase wirksamer als die Plasmaphos- 
phatase, und am Ende der Laktationsperiode wirksamer als am 
Anfang. Graham und Kay”) stellten die Zugehérigkeit der 
Milchphosphatase zu der Gruppe tierischer Phosphatasen fest. 
die ihr Wirkungsoptimum bei einem p,, von etwa 9,0 hat. Frauen- 
milch ist anscheinend bisher nicht untersucht worden. Die vor- 
liegende Arbeit ist eine einleitende Untersuchung iiber die Phos- 
phatase der Frauenmilch mit besonderer Beriicksichtigung ihrer 
Beziehungen zu anderen Phosphatasen im Kérper und ihrer Ver- 
iinderungen wihrend der Laktationsperiode. 


Versuchsteil. 


Proben frisch entnommener Milch von indischen Frauen der Mittel- 
klasse wurden in einem Reagenzglas, das einige Tropfen Toluol enthielt, 
gesammelt und sofort im Laboratorium untersucht. In eine Reihe Reagenz- 
rdhrchen wurden 10 cem Pufferlésung (n/10-Glykokollpuffer fiir die alkalische 
und n/5-Essigsiiure-Acetat-puffer fiir die saure Reihe), 5 cem 2°/,iges Na-§ 
Glycero-phosphat und die Substanz gegeben, deren EinfluB auf die Wirksam- 
keit der Phosphatase gepriift werden sollte. Endlich wurden 2cem Milch zuge- 
fiigt und das Volumen auf 25cem gebracht. Nach Zusatz von Toluol wurden 
die Réhrehen verschlossen und 24 Stunden im Thermostat bei 37° belassen. 
Nach dieser Zeit wurden Proben der Reaktionsmischung entnommen und 
mit der gleichen Menge 20°/,iger Trichloressigsiiure versetzt; 30 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen, durch Whatman-Filter 44 filtriert und 
im Filtrat der anorganische Phosphor nach Fiske und Subbarow") be- 
stimmt. Die Werte wurden auf das Gesamtvolumen umgerechnet. 

Als Substrate wurden: Na-$-Glycerophosphat (Na-Glycerinophosphat 
kryst. Merck), Na-Hexosediphosphat und Na-Pyrophosphat angewandt. 

Das Na-Hexosediphosphat wurde aus reinem Ca-Hexosediphosphat der 
Messrs. British Drug Houses Ltd. dargestellt. (Eine gewogene Menge in Wasser 
gelist, mit etwas weniger als der berechneten Menge Na-Oxalat versetzt und 
zentrifugiert; auf Oxalatfreiheit gepriift, bei 0° aufbewahrt.) Fiir das Na- 
Pyrophosphat wurde Sérensen’s sekundiires Na-Phosphat im Platintiege! 
bis zur Rotglut erhitzt. Die wiBrige Lisung des Salzes gab mit Silbernitrat 
einen rein weiBen Niederschlag und enthielt kein ortho-Phosphat. 

Das gewiinschte py der Substratlésungen wurde vor Gebrauch mit HCl 
eingestellt und colorimetrisch bestimmt. 
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Uber Frauenmilch-Phosphatase. 59 


Das p,-Optimum der Frauenmilch-Phosphatase wurde mit 
Na-Glycerophosphat bestimmt. Die Resultate sind in Tab. I dar- 
cestellt. 


Einflu8 der Ionenkonzentration 
auf die Wirksamkeit der Phosphatase. 


Tabelle L. 





| mg P in der Ge- 

samtmenge der 
Reakt.-Mischung |$ 0,116 | 0,490 | 0,460 | 0,132 | 0,340 | 0,456 | 0,575 | 0,456 | 0,034 
F nach 24 Std. Hy- 


| drolyse bei 37° 


Pr 10,3 9,2 8,6 7,0 6,1 5,5 5,1 4.3 3,0 
































) 


Die Werte ergeben zwei Optima fiir die Phosphatase der 
Frauenmilch, eins bei p,, 9,2 und ein anderes bei p,, 5,1. Frauen- 
milch enthalt demnach auBer der alkalischen Phosphatase — deren 
Vorkommen in Kuhmilch bekannt ist — eine saure Phosphatase 
von gleicher Wirksamkeit. Wahrscheinlich iibt diese saure Phos- 
phatase eine physiologische Funktion aus. 

Giril*) hat die Vermutung ausgesprochen, da saure Phos- 
phatasen fiir Kérpersekrete typisch seien. So enthalt nach Giri’) 
der Speichel hauptsichlich saure Phosphatase, desgleichen Urin'*) 
und Prostatasekret}4). Frauenmilch ist ein anderes Sekret, das 
neben einer alkalischen Phosphatase ein ebenso wirksames saures 
Knzym enthilt. Somit scheint die obige Vermutung von Giri 
sich zu bestitigen. 


Einflu8 verschiedener Mg-Konzentrationen 
auf die Frauenmilchphosphatase. 


Tabelle IL. 








Mg-Konzentration Alkalische Phosphatase Saure Phosphatase 
mg P in der Reaktions- | mg P in der Reaktions- 
mischg. nach 24Std. u. 37°] mischg. nach 24 Std. u. 37° 

0 0,405 0,450 
0,0004 0,410 0,450 
0,0008 0,412 0,450 
0,002 0,500 0,450 
0,004 0,500 0,450 

a, es ses 
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Die alkalische Phosphatase wird also durch Magnesium 
aktiviert, die saure dagegen nicht beeinfluBt. In dieser Hinsicht 
verhilt sich die Phosphatase der Frauenmilch wie die anderer 
Gewebe?) (mit Ausnahme der Erythrocyten-Phosphatase). 


Nach diesen Ergebnissen lift sich die Hypothese, die Milch- 
phosphatase stamme aus dem Blut, nicht mehr aufrecht erhalten, 
denn die saure Phosphatase der Milch wird durch Mg nicht be- 
einflu8t, wihrend die Phosphatase des Blutes aktiviert wird?’), 
Oder die saure Phosphatase des Blutes miiBte ihre Eigenschaften 
beim Ubertritt in die Milch iindern. Ist das nicht der Fall, dann 
mu die Milchphosphatase als ein spezifisches Sekretionsprodukt 
der Milchdriise angesehen werden. Vergleichende Untersuchungen . 
der Blut- und Milchphosphatase unter verschiedenen Lebens- 
bedingungen der Mutter kénnen hier vielleicht Aufklirung bringen. 
Untersuchungen in dieser Richtung sind im Gange. 


Hydrolyse verschiedener Substrate. 


Die hydrolytische Wirksamkeit der beiden Milchphosphatasen auf Na- 
Glycerophosphat, Na-Hexosediphosphat und Na-Pyrophosphat wurde ge- 
prift und die Resultate in Tab. III zusammengestellt. Fiir jeden Versuch 
wurde eine Menge Ester gewihlt, die 10mg P entsprach. py 9,0 und 5,0, 
37°, 24 Std. 


Tabelle IIL. 





mg P in der Reaktionsmischung 





Sub Alkalische Phosphatase 
Substrat PH 90 eel Saure Phosphatase 
| Mit Px 9,0 


|0,002 mol. Mg 





Ohne Mg 


Natrium -Glycero- 


phosphat ... 0,475 0,540 0,398 
Natrium - Hexose- 

diphosphat . . 0,588 0,875 0,430 
Natrium - Pyro- 

phosphat .. . 0,172 0,260 0,230 








Es zeigt sich, daf Na-Hexose-diphosphat leichter hydrolysiert 
wird als die beiden anderen Substrate, und Na-Pyrophosphat sehr 
langsam durch beide Phosphatasen. 
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Uber Frauenmilch-Phosphatase. 





Wirksamkeitsanderungen der Frauenmilchphosphatase 
wahrend der Laktationsperiode. 


Kine Anzahl Frauenmilchproben wurden zu verschiedenen 
Zeiten der Laktation auf ihren Phosphatasegehalt gepriift. Die 
Ergebnisse sind in Tab. IV zusammengestellt. 


Phosphatasegehalt der Frauenmilch wahrend der Laktationsperiode. 
Tabelle LV. 





' Frau Datum 

7.95 
10. 5. 1936 

, 12. 5. 1936 

~ 430. 5. 1936 
7. 6. 1936 
29. 6. 1936 
2.5 
4.5. 1986 

B | 5.5. 1936 
6. 5. 1936 
25. 5. 1936 





.1936 Morgenmilch 


. 5.19386 Abendmilch 


%9 


” 
” 
” 


”? 


Tage 
nach der 
Geburt 











Wirksamkeit in mg P 
in der Reaktionsmischung 


Saure 
Phosphatase 


Alkalische | 
Phosphatase 
Ohne | Mit 0,02 | 
Mg | mol. Mg | 

0,980 1,960 
0,515) 0,603 | 
0,400 0,510 | 
0,400 | 0,565 | 
0,410; 0,480 | 
0,475 0,540 
0,400 0,450 
aie 0,600 
0,515 
.... | 0,682 
1,000 1,550 





Be- 
merkungen 


Colostrum 
gelb gefiirbt 


Aus den Zahlen ist zu ersehen, daB der Phosphatasegehalt 
des Colostrums (3 Tage nach der Geburt) sehr hoch ist im Ver- 
gleich zu dem der Milch aus spiterer Laktationsperiode. Wahrend 
der ersten Wochen bleibt die Wirksamkeit annihernd gleich, spiter 
ist ein leichter Anstieg zu bemerken. Weiterhin sieht man aus der 
Tabelle ein anderes Verhalten des Colostrums gegen Mg, die Phos- 
phatase des Colostrums wird stirker aktiviert als die der reifen 


Milch. 


Der Verfasser dankt Herrn Prof. V. Subrahmanyan fir sein 
freundliches Interesse an dieser Arbeit. 
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Die Auswertung der antirachitischen Wirksamkeit 

neuer Sterinderivate im Versuch an Ratten und Kiiken. 
Von 

Werner Grab. 


Mit 6 Figuren auf Tafel I und II. 


(Aus dem physiologischen Forschungslaboratorium der I. G. Farbenindustrie, 
Werk Wuppertal-Elberfeld.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1936.) 


Vor kurzem erschienen 3 Mitteilungen von Windaus, Schenk, 
vy. Werder, Hans Brockmann und Wunderlich!) iiber neue 
Sterinderivate mit antirachitischer Wirksamkeit. Die folgende 
Arbeit befaBt sich mit der biologischen Auswertung dieser Stoffe 
und der genauen Feststellung ihrer antirachitischen Wirksamkeit 
im Versuch an Ratten und Kiiken. 

Seit mehreren Jahren werden von der physiologisch-chemischen 
Forschung angestrengte Versuche unternommen, um die Frage 
nach der Identitét der antirachitischen Inhaltsstoffe cer Fisch- 
leberédle und des Vitamin D, aus bestrahltem Ergosterin auf- 
zukliren. Sowohl von der chemischen, wie von der biologischen 
Seite wurde die Lésung dieses Problems in Angriff genommen. 

Zunichst schien es so, als ob die chemische Arbeitsrichtung 
eréBere Aussicht auf Erfolg haben wiirde, da ja die Isolierung 
des reinen krystallisierten Vitamin D,*) alle chemischen Anhalts- 
punkte geliefert hatte, um die Anreicherungsarbeiten des anti- 
rachitischen Vitamins zielstrebig zu verfolgen. Die Arbeiten 
auf diesem Gebiet waren aber von keinem gliicklichen Stern be- 
gleitet; zwar waren schon vor 15 Jahren die ersten wichtigen 
Schritte der Anreicherungsverfahren, nimlich die Gewinnung des 
Unverseifbaren aus Lebertran und Extraktion des antirachitischen 
Vitamins daraus mit organischen Lisungsmitteln bekannt ge- 
worden; aber die weitere Reinigung des Lebertrankonzentrats 
machte unvorhergesehene groBe Schwierigkeiten, weil die chemischen 
Kigenschaften der unwirksamen Begleitstoffe mit denen des anti- 
rachitisch wirksamen Anteils der Fischleberéle weitgehend iiber- 
einstimmten. Erst Ender‘) gliickte eine ziemlich weitgehende 
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Anreicherung des _,,natiirlichen“ Vitamin D aus Lebertran (wie 
man dieses im Gegensatz zu dem kiinstlich durch Bestrahlung 
des Ergosterins darstellbaren Vitamin D, auch gelegentlich nennt), 
so daB die Wirksamkeit des natiirlichen Vitamins mit dem synthe. 
tischen gréBenordnungsgemi8 vergleichbar wurde. Basu‘) be- 
richtete 1934 sogar iiber die Darstellung eines krystallisierten 
Vitamin D aus dem Konzentrat eines indischen Fischleberils, 
dessen physikalische Eigenschaften kurz mitgeteilt werden. Aber 
weder mit den Befunden Enders, noch mit den wenigen Angaben 
Basus, die sich zudem gegenseitig widersprechen, kann die Frage 
entschieden werden, ob das natiirliche Vitamin D der Lebertrane 
mit dem synthetischen Vitamin D, etwa identisch ist. 

Rascher zu einer Lésung dieser Frage schienen die Biologen 
zu kommen. DaB die Verhiitung oder Heilung einer echten 
Rachitis unter der Behandlung mit Lebertran oder auch mit 
Vitamin D, qualitativ in genau der gleichen Weise verliuft, ist 
oft genug festgestellt worden, so daB dariiber Zweifel kaum mehr 
bestehen diirften; und dies gilt sowohl fiir die experimentelle 
Rachitis im Tierversuch, wie fiir die klinische Rachitis beim 
Siugling und Kleinkind. Dagegen scheinen Unterschiede in der 
antirachitischen Wirksamkeit zwischen Lebertran und Vitamin D, 
in quantitativer Hinsicht bei Gefliigeltieren zu bestehen. Seitdem 
es gelungen war, den physiologischen Versuch der quantitativen 
Auswertung der antirachitischen Wirksamkeit von Praparaten 
durch immer weitergehende Kinengung der Bedingungen empfind- 
lich genug und genau genug zu gestalten, konnten zuverlissige 
Vergleichsversuche zwischen der Wirksamkeit von Lebertranen 
und Vitamin D, aus bestrahltem Ergosterin durchgefiihrt werden. 

Man suchte in solchen Vergleichsversuchen zu ermitteln, ob 
jene Dosen von Lebertran und Vitamin D,, die, an der Ratte 
gepriift, gleich wirksam waren, auch an andern Testobjekten oder 
auch im klinischen Versuch gleich wirksam wiren; oder anders 
ausgedriickt: Wieviel Vitamin D-Ratten-Einheiten von Lebertran 
oder von Vitamin D, man braucht, um Rachitis bei verschiedenen 
Tierarten oder beim menschlichen Siugling in gleichem Grade 
zu beeinflussen. 

Manche Kliniker glaubten in ihren Untersuchungen einen 
Wirksamkeitsunterschied zwischen Lebertran und Vitamin D, bei 
kindlicher Rachitis feststellen zu kénnen 5); grundlegende Bedeutung 
konnte aber diesen Angaben zuniichst nicht beigemessen werden, 
da die festgestellten Unterschiede in der Wirksamkeit doch zu 
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ering waren, als daB sie nicht auch durch andere mehr zufillige 
Nebenumstinde hitten bedingt sein kénnen (Konstitution, Rasse 
usw.) Zudem konnten nicht alle Kliniker diese Angaben be- 
stiitigen®). Durch die neuesten und besten Untersuchungen auf 
diesem Gebiet von Eliot’) wurde iiberdies festgestellt, daB alle 
Vitamin D-Priparate, Ratten-Einheit fiir Ratten-Kinheit sich 
crdBenordnungsgem’B bei Ratte und Siugling 4hnlich verhalten. 

GréBere Unterschiede in der biologischen Wirksamkeit von 
Lebertran und Vitamin D,-Praparaten wurden bei Kiiken gefunden. 

In Versuchen an wachsenden Kiiken wurde festgestellt, daB 
die Zufiitterung von 1—2°/, des Futtergewichtes Lebertran vollig 
geniigt, um die Tiere vor der Rachitis zu bewahren; wollte man 
aber den Lebertran durch eine ihm in Ratten-Kinheiten anti- 
rachitisch iquivalente Dosis Vitamin D, ersetzen, so wurden die 
Tiere rachitisch. 

In spiteren Versuchen hat man auch das Wirksamkeits- 
verhiltnis von gleichen Dosen Vitamin D, und Lebertran in Ratten- 
Kinheiten am Kiiken zahlenmaBig ermittelt. Schon Mussehl und 
Ackerson’) stellten fest, daB die 25fache Menge Ratten-Kin- 
heiten bestrahlten Ergosterins fiir Kiiken nicht geniigt; Massen- 
gale®) fand, daB man etwa 100mal soviel bestrahlten Ergosterins 
braucht, und Steenbock?*) teilt 1932 mit, daB sogar 120 mal 
soviel erforderlich sei, wihrend Bethke?!) 1933 findet, daB die 
15—20 fache Menge bestrahlten Ergosterins fiir Kiiken doch geniige. 
Diese Angaben der Pioniere auf diesem Arbeitsgebiet wurden in 
der Folgezeit von anderen Forschern bestitigt, prizisiert und 
erweitert !2—1%), 

Beziiglich der Bewertung dieser Ziffern tiber das Wirksamkeits- 
verhiltnis von Lebertran und Vitamin D, bei Kiiken und Ratten ist iibrigens 
etwas Zuriickhaltung geboten; denn King und Mitarbeiter, 1933'*) machten 
darauf aufmerksam, daf der Unterschied in der Wirksamkeit zwischen 
Vitamin D,-Priiparaten und Lebertran zwar bei dem anormalen Verhiltnis 
Calcium/Phosphat der rachitogenen Diit groB ist, daB er aber bei dem 
normalen Verhiltnis yon Ca/P = 1 viel geringer sei. 

Diese Ergebnisse der biologischen Vergleichsversuche, nament- 
lich an Kiken, zwischen Lebertran und Vitamin D, zeigen so 
eroBe Unterschiede in der Wirksamkeit der beiden antirachitischen 
Priparate auf, daB man auf Grund dieser Befunde nur zu leicht 
geneigt ist, die oben aufgeworfene Frage nach der Identitit 
zwischen den antirachitischen Wirkstoffen der Leberéle und dem 
Vitamin D, zu verneinen. Dieser SchluB wire véllig voreilig; denn 
eine Entscheidung iiber die Identitiit zweier Stoffe auf Grund der 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIILI. ” 
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biologischen Wirkung ist, wenn iiberhaupt, dann nur méglich, wenn 
auch alle Kinzelphasen des Wirkungsmechanismus beider Stoffe 
untersucht und verglichen sind. Das obige Ergebnis, daB ein Stoff 
bei der einen Tierart stiirker wirkt, als bei der andern, ist fiir 
den Pharmakologen nicht verwunderlich; denn man kennt ja Bei- 
spiele genug dafiir bei andern Stoffen z. B. aus der Digitalis. 
oder Alkaloidgruppe. Bei den Versuchen, diese Wirksamkeits- 
unterschiede des Vitamin D bei Kiiken und Ratte zu deuten, 
hatte man daran zu denken, dai der Unterschied vielleicht zuriick- 


zufiihren wire auf: 

1. Verschieden gute Resorption ganz allgemein bei Vogel 
und Siuger. 

2. Bessere Resorption des Vitamin D aus Lebertran als aus 
dem pflanzlichen Ol, in dem die bestrahlten Ergosterinpriiparate 
gelést sind. 

3. Den Gehalt des Lebertrans an Vitamin A oder noch 
andere Inhaltsstoffe des Lebertrans; und 

4, Verschiedenheiten im Wesen des Krankheitsbildes der 


Kiikenrachitis gegentiber der Rattenrachitis. 

Adi. Zum 1. Punkt ist zu bemerken, da8 dem Einwand einer beim 
Huhn gegeniiber dem Siugetier veriinderten Resorption doch gréBere Be- 
deutung beigemessen werden mub. Beim Huhn liegen ja ganz andere Ver- 
hiltnisse in der Verdauungsphysiologie vor als beim Siugetier: das K6rner- 
futter bleibt lange im Kropf liegen, der Magen hat eine andersartige Titig- 
keit, der fiir die Resorption wichtigste Abschnitt des Verdauungskanals ist 
relativ sehr kurz. Da8 St6rungen bei der Resorption von Vitamin D vor- 
kommen kénnen, geht aus neuen Versuchen hervor'’). Nun fanden aber 
dieselben Forscher auch, dab die Zufiitterung von Galle an Hiihnchen die 
antirachitische Wirksamkeit von Vitamin D-Priparaten nicht erhéht. AuBer- 
dem fanden Klein und Russel’*) 1931, daB bei Kiiken, die mit bestrahltem 
Ergosterin gefiittert wurden, im Kot nur mehr wenig Vitamin D gefunden 
werden kann. Auf Grund dieser Befunde muB man also schlieBen, daB das 
Vitamin D aus bestrahltem Ergosterin bei Kiiken sehr woh) resorbiert wird, 
daB es aber schlechter wirksam ist. 

Wenn Schénheimer und Mitarbeiter 1931°°) fanden, da8 pflanzliche 
Sterine nur schlecht im Verdauungskanal von Tieren resorbiert werden, 
so braucht dies nicht fiir das Vitamin D, zu gelten, das ja nach der chemischen 
Konstitution nicht eigentlich mehr zu den Sterinen gerechnet werden kann. 

Ad 2. Auf Grund der Befunde von Steenbock, 1932), Bethke, 1933"), 
Russel, 193215) und Dols, 1935"), die das Vitamin D, in verschiedenen 
Lésungsmitteln, wie Leinél, Maiskeimél oder auch Lebertran lésten, bzw. das 
Verseifbare von Lebertran den Olen zufiigten, oder das Vitamin D, auch 
intraperitoneal gaben, geht hervor, da die Unterschiede in der Resorption 
des Vitamin D aus Lebertran oder aus pflanzlichem O1 nicht bedeutungsvoll 
genug sind, um sie zur Erklirung des Wirksamkeitsunterschiedes zwischen 
den beiden Typen antirachitischer Priiparate heranziehen zu kénnen. 
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Ad 3. Auch dem Vitamin A-Gehalt des Lebertrans kann nicht die 
Schuld?!) gegeben werden fiir seine Uberlegenheit am Kiiken, denn aus 
vielen Untersuchungen geht hervor *°!1%2%), da8 der Vitamin A-Gehalt fiir 
die bessere Wirksamkeit des Lebertrans bedeutungslos ist. DaB, wie 
Chidester*) meint, vielleicht auch dem Jodgehalt des Lebertrans eine be- 
giinstigende Wirkung fiir die Heilung der Rachitis zukiime, ist durch die 
Kontrollversuche mit jodhaltigem Futter verneint worden). 

Ad 4. Auf die von Bergami”) in die Debatte geworfene Anschauung, 
daB die bestrahiten Ergosterin-Derivate im K6rper erst zu dem Vitamin D 
des Lebertrans umgewandelt werden miibten, wozu die Ratte befihigt, das 
Kiiken aber unfihig wire, soll hier nicht eingegangen werden, zumal ja 
auch Frontali™) zeigte, daB das Vitamin D, auch schon in vitro gewisse 
antirachitische Wirkungen auf das Serum eines Rachitikers ausiiben kann. 

Bei Erérterung tiber das Wesen der Rachitis bei Ratte und Kiiken 
muB doch darauf hingewiesen werden, daf die Rachitis auch beim Kiiken 
durch soviel spezifische EKigentiimlichkeiten ausgezeichnet ist, die mit der 
Rattenrachitis iibereinstimmen, dafB sie meines Erachtens doch damit in 
Parallele gesetzt werden kann. Von den anderen in Betracht kommenden 
Krankheiten des Kiikens ist sie differential-diagnostisch gut unterscheidbar. 
Beziiglich Kinzelheiten wird auf die ausfiihrliche Darstellung der Symptome 
der Kiikenrachitis in den einschligigen Lehrbiichern von Heelsbergen®’) 
und bei Dols verwiesen '°), 

Wie sich also aus den im vorstehenden kritisch besprochenen 
biologischen Versuchen ergibt, kénnen zur Erklirung der Wirk- 
samskeitsunterschiede zwischen Vitamin D, und Lebertran beim 
Kiiken nicht verinderte iuBere Umstiinde wie Resorption usw. 
oder ein andersartiger innerer Mechanismus der Wirkung heran- 
gezogen werden. Die Unterschiede in der Wirksamkeit 
von Vitamin D, und Lebertran beim Kiiken sind dem- 
nach reell, und nicht bloB vorgetiuscht. Die Biologen 
ziehen daraus den SchluB, da Vitamin D, aus bestrahltem Ergo- 
sterin und Vitamin D aus Lebertran ihrem Wesen nach verschieden 
sein missen. Die oben aufgeworfene Frage nach der Iden- 
titat der D-Vitamine wird verneint!***), 

Gegen diese Auffassung scheinen nur 2 Befunde zu sprechen: Voet, 
1934 *°) findet, da Davitamin D, Dohyfral und Lebertran in gleichen Mengen 
internationaler Einheiten (offenbar an Ratten ausgewertet!), bei Kiiken ge- 
geben, gleich wirksam sind. Diese Angabe ist unbestitigt geblieben. 
Dalmer und Mitarbeiter 1934 °°) versuchen den Nachweis, daB das Vitamin D 
des Lebertrans mit dem Vitamin D, aus bestrahltem Ergosterin iiberein- 
stimme, in der Weise zu fiihren, daB nach Abtrennung des Vitamin A die 
Toxizitit von beiden Typen der Vitaminprodukte im Miiuseversuch gepriift 
wird. Da sie fanden, da8 die Wirksamkeit der aus den beiden Quellen fiir 
Vitamin D stammenden Priparate an der Ratte, und die Toxizitét an der 

Maus iibereinstimmen, ist aber nur das dhnliche biologische Verhalten der 


beiden Typen D-Vitamine an Ratte und Maus bewiesen worden; keines- 


wegs wurde aber durch diese Untersuchungen die Frage der etwaigen 
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chemischen Identitiét der D-Vitamine aus Leber6l oder bestrahltem Ergosterin 
gelost. 

Dafiir, daB es verschiedene D-Vitamine gibt, sprechen im 
positiven Sinne beweisend die neuen Versuche von Waddell, 1934 !4), 
der fand, daB Cholesterin bei der Bestrahlung ein Produkt liefert, 
dessen antirachitische Wirksamkeit im Ratten- und Kiikenversuch 
mit der von Lebertran weitgehend iibereinstimmt. Diese Ver- 
suche wurden bestitigt und erweitert von Bills, 19351), Dols, 
19351*), Koch, 19351") und Bethke, 1935*), zum Teil ergaben 
sie sich auch schon aus der Arbeit von Krauss*). Ubrigens 
hatten bereits Steenbock, Hess, Rosenheim und Webster, 
1925 bestrahlte Cholesterin-Priparate in Hinden; man _ bezog 
aber die antirachitische Wirksamkeit derselben auf das begleitende 
Ergosterin. 

Nach Bethke, Record und Wilder, 1935%°) mu8B man fiir 
die beiden Typen Vitamin D, das _ ,,natiirliche“ aus Fischleber- 
dlen und das ,synthetische* aus bestrahltem Ergosterin, ver- 
schiedene Provitamine annehmen. Das Provitamin fiir das syn- 
thetische Vitamin D, ist das Ergosterin C,,H,,O, das Provitamin 
fiir das Vitamin D des Lebertrans sollte der Cholesterin-Reile 
angehéren, die durch ein Molekiil mit 27 C-Atomen charakterisiert 
ist. Phytosterine und Zoosterine stellen also je 1 Provitamin. 

In diesem Zeitpunkt setzten unsere eigenen Versuche ein. 
Wir hielten es fiir erforderlich, uns in eigenen Experimenten eine 
Vorstellung iiber das Wirksamkeitsverhaltnis des Lebertranvitamins 
zu dem des reinen krystallisierten Vitamin D, an Ratten und 
Kiiken zu machen, da ja, wie oben berichtet, die Ziffern fiir die 
Wirksamkeitsverhialtnisse fiir Ratten und Kiiken doch sehr weit 
auseinandergehen. 

Wir hielten die Untersuchung auch noch aus dem Grund fiir 
zweckmiBig, da nur von wenigen Untersuchern bisher eine quanti- 
tative Prifung der antirachitischen Wirksamkeit im Kiikenversuch 
durchgefiihrt werden konnte, da alle Priifer nur den prophylak- 
tischen Versuch anwandten und die wirksamen Priparate nicht 
quantitativ mit Schlundsonde verfiittert wurden. Die Mehrzahl 
der Untersucher wandten zum Beweis fiir die bessere Wirksam- 
keit des Lebertrans die Analyse der Knochenasche an. Gegen 
diese ‘Testmethode liegen verschiedene theoretische Bedenken vor. 
Aus der sehr aufschluBreichen Arbeit von Dols?) geht hervor, 
daB die Knochenasche-Bestimmung zwar ein spezifischer, aber kein 
sehr genauer Test fiir die Feststellung einer Rachitis ist. Fir 
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quantitative Bestimmungen erscheint der Knochenasche-'l'est daher 
ungeeignet. 

Weiterhin schien es uns erforderlich, die Versuche mit den 
Bestrahlungsprodukten einer Reihe von reinen Sterinen bzw. Sterin- 
derivaten durchzufiihren, um durch den Vergleich derselben weitere 
Anhaltspunkte zu gewinnen, ob das natiirliche Vitamin D des 
Lebertrans tatsichlich dem Cholesterin so nahe steht, wie das die 
amerikanischen Untersuchungen darzutun scheinen. 

In Zusammenarbeit mit dem Goéttinger Allgemeinen Chemischen 
Universitatslaboratorium, Herrn Professor Windaus und seinen 
Mitarbeitern erhielten wir folgende krystallisierte Stoffe, um sie auf 
ihre antirachitische Wirksamkeit im Ratten- und Kiikenversuch 
mu prifen: 

1. 7-Dehydrocholesterin; das Priparat wurde, wie die folgenden 
Sterine, in unserm physiologischen Laboratorium durch Ultraviolett- 
bestrahlung antirachitisch aktiviert. Das Praparat wird im folgen- 
den als 7-Dehydrocholesterin-Rohbestrahlungsprodukt bezeichnet. 

2. Krystallisiertes Produkt aus bestrahltem 7-Dehydrochole- 
sterin, das Priparat wird im folgenden als Vitamin D, bezeichnet 
[vgl. Windaus})]. 

3. 22-Dihydroergosterin, in Elberfeld bestrahlt. Roh-Bestrah- 
lungsprodukt. 

4, 7-Dehydrositosterin, in Elberfeld bestrahlt. Roh-Bestrah- 
lungsprodukt. 

5. 7-Dehydrostigmasterin, in Elberfeld bestrahlt. Roh-Be- 
strahlungsprodukt. 

Zum Vergleich wurden noch im Ratten- und Kiikenversuch 
geprift: 

6. Vitamin D,, krystallisiert. 

7. Heilbuttlebertran. 

8. Kin Konzentrat aus Thunfischlebertran. 

9. Krystallisiertes Produkt aus einem Konzentrat aus 'Thun- 
fischlebertran. 

Die Anordnung und Durchfiihrung der Versuche ist im Ver- 
suchsteil beschrieben. Wir haben die Beschreibung absichtlich 
so ausfiihrlich wiedergegeben, damit unsere Anordnung mit der 
von andern Untersuchern bis ins Kinzelne verglichen werden kann. 

Aus den Tabellen im Versuchsteil ist zu entnehmen, wie wir die wirk- 
samen Grenzdosen fiir die einzelnen von uns gepriiften rachitischen Produkte 


ermittelten. Hier sei nur darauf hingewiesen, da8 zur Festlegung der Grenz- 
dosen im Rattenversuch im allgemeinen 2—3 Versuchsreihen notwendig waren, 
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in denen die Ergebnisse der vorhergehenden Testierungen immer bestiitigt 
zu werden versuchten. Die Genauigkeit der Rattenversuche ist bei den 
einzelnen Stoffen etwas verschieden; sie wird, wenn die Dosen in ent- 
sprechenden Abstiinden gewiihlt werden, mit etwa + 30 "lo anzusetzen sein. 
Bei der Beurteilung der Wirksamkeit eines Priiparates im Kiikenversuch 
wurden verschiedene Kriterien herangezogen; nachdem wir uns in Vor- 
versuchen eine eigene Erfahrung beziiglich der Bewertung der Rachitis- 
Symptome bei Kiiken erworben hatten, legten wir das meiste Gewicht bei 
unserer Beurteilung auf: Feststellung der klinischen Erscheinungen der 
Rachitis bei Kiiken, der pathologisch-anatomischen Befunde bei der Sektion 
an Rippen und Knochen, und endlich der Réntgenaufnahmen des Knie- 
gelenks. Die Genauigkeit des Kitikenversuchs ist nach unsern bisherigen Er- 
fahrungen nicht eben sehr gro8, wir schiitzen sie héchstens auf + 50°). 

Die Kiikenversuche wurden in doppelter Anordnung durchgefiihrt: 

1. als Prophylaxeversuch (prophylactic test), wie ihn vor uns auch schon 
Waddell, Bills, Dols und Bethke und Koch ausgefiihrt haben. In 
dieser Weise wurden ausgefiihrt die 1., 2., und 3. Versuchsreihe mit den 
Gruppen I bis V. Vgl. die Tabellen am Schlu8 des Versuchsteils. 

2. als Therapieversuch (curatiy test). In dieser Weise wurden durch 
gefiihrt die 4. und 5. Versuchsreihe mit den Gruppen VI bis XIII. 


Wie die Ubersichtstabelle auf Seite 85 zeigt, erwiesen sich, 
ganz allgemein gesprochen, in allen Versuchen die von mir ge- 
priiften Fischleberéle dem Vitamin D, beziiglich antirachitischer 
Wirksamkeit im Kiikenversuch weit iiberlegen. Dies gilt sowohl 
fiir den Heilbuttran, wie fiir das Konzentrat aus Thunfischtran. 

Bildet man aus den Verhiltniszahlen der Rattendosis zur 
Kiikendosis der im Versuchsteil aufgefiihrten Ubersichtstabelle S. 85 
die Relation der Wirksamkeit der einzelnen Sterinderivate am Kiiken 
zu der von T'ran = 1, so erhalt man aus der z. B. 3. Versuchsreihe: 


Fiir Vitamin D, .... . ‘reo 2 {ig Oder */ say: */ sy. 

Fiir 1-Debydrocholesterin, Rohbestrahlungsprodukt paleo: & yee 
oder */,,: i135 = 1:38 = .e 0,6 bis 7 

Fiir bestrahltes 22-Dihydroergosterin yg tie ' 2"), 
oder fea] iP —" 2.5 5 bis 10. 

Fiir bestrahltes 7-Dehydrositosterin . . . ; . "ay t "le 


oder va Sh ae As +13. 
Das heiBt also, man braucht, auf gleiche Wirksamkeit an 
Ratten bezogen: 


Von Vitamin D,. . 32mal soviel 
Von 7- Dehydrocholesterin, Rohbestr ahlungsprodukt 0,6—0,8mal __,, 
Von bestrahltem 22-Dihydroergosterin. .. . 2,5—10mal __,, 
Von bestrahltem 7-Dehydrositosterin ..... . mehr als 13mal __,, 


um dieselbe antirachitische Wirksamkeit am Kiiken zu erzielen, 
wie mit Thunfischtran-Konzentrat. 


Die Ergebnisse dieser 8. Versuchsreihe beruhen auf den Befunden des 
groBen, einheitlich gefiihrten Prophylaxeversuches, unter Zugrundelegung 
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Thunfischtran méchte ich Herrn Dr. Brockmann ergebenst danken. 
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der Ergebnisse der Réntgenbilder, der klinischen und pathologisch-ana- 
: tomischen Rachitisdiagnose. 


Aus der 4. Versuchsreihe erhalt man in entsprechender Weise 
wie oben die folgenden Werte. 

Man braucht, auf gleiche Wirksamkeit an Ratten bezogen: 
Von Vitamin D,. 


32—80 mal soviel 


} Von T- Dehydrocholesterin, Rohbestrahlungsprodukt 0,4mal _,, 
Von kryst. Bestrahlungsprodukt aus 7-Dehydrocholesterin 

(als Vitamin D, zu bezeichnen) 0,6mal _,, 

Von 22-Dihydroergosterin ....... ~~... 1,6— 25 mal ‘ 


um dieselbe antirachitische Witheambeit an Kiiken zu erzielen, 
wie mit Thunfischtran-Konzentrat. 

Die Ergebnisse dieser 4. Versuchsreihe beruhen auf den Be- 
funden des therapeutischen Versuchs. 

Die antirachitische Wirkung von bestrahltem 7-Dehydro- 
stigzmasterin erwies sich schon an der Ratte so gering (Grenzdosis 
liegt tiber 50 y!), daB von einer Priifung im Kiikenversuch Ab- 
stand genommen wurde. 

Als unsere Versuche soweit abgeschlossen waren, erhielten 
wir die Nachricht, daB es Brockmann gelungen war, aus dem 
Konzentrat aus Thunfischlebertran ein krystallisiertes Produkt zu 
isolieren?), Wir nahmen sofort die Priifung dieses uns in einer 
Probe iiberlassenen Stoffes*) im Ratten- und Kiikenversuch auf 
und fanden in der 5. Versuchsreihe: 

Das von Brockmann aus Konzentrat aus Thunfischtran 
isolierte krystallisierte Vitamin unterscheidet sich in seiner anti- 
rachitischen Wirksamkeit weder im Rattenversuch noch im Kiiken- 
versuch von dem Vitamin D,, das krystallisiert aus bestrahltem 
7-Dehydrocholesterin dargestellt wurde. Wie man in der Uber- 
sichtstabelle (S. 85) erkennen kann, stimmen die antirachitisch 
wirksamen Grenzdosen der beiden Vitamine so befriedigend iiber- 
ein, daB auch an der Identitiit der biologischen Wirksamkeit nicht 
cezweifelt werden kann. 

Bildet man, wie auch in den vorigen Versuchsreihen, die Verhiltnis- 
zahlen der Grenzdosen fiir Ratte und Kiiken, so erhilt man in der den 
obigen Versuchen entsprechenden Weise die Ergebnisse, daB man nimlich 


von Vitamin D,, krystallisiertes Derivat von bestahltem 
7-Dehydrocholesterin. ‘ , 

von Vitamin D,, als krystallisiertes Produkt isoliert aus 
Konzentrat aus Thunfisch-Lebertran ; 0,60 mal soviel 

bendtigt, um dieselbe antirachitische Wirksamkeit am Kiiken zu erzielen, 

wie mit Konzentrat aus Thunfisch-Lebertran. 


0,65mal soviel 


*) Fiir Uberlassung des Konzentrats des krystallinischen Produktes aus 
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Aus den vorstehend angefiihrten Angaben erkennt man deut- 
lich, in welchem Grad sich die Fischlebertrane im Kiikenversuch 
dem Vitamin D, an antirachitischer Wirksamkeit tiberlegen erweisen. 

Aus diesen gleichen Ziffern erkennt man aber auch, und das 
ist das Wichtigste, daB ein Unterschied in der Wirkung 
zwischen dem krystallisierten Bestrahlungsprodukt des 
7-Dehydrocholesterins und dem Konzentrat aus Thun- 
fischtran am Kiiken nicht mehr besteht, bzw. daB die vor- 
handenen geringgradigen Unterschiede innerhalb der Fehlergrenzen 
des Kiikenversuches fallen. Die Ubereinstimmung der Wirk- 
samkeit des aus dem Thunfischtran von Brockmann 
isolierten krystallisierten Produktes mit dem krystalli- 
sierten Bestrahlungsprodukt aus 7-Dehydrocholesterin 
= Vitamin D, bestatigt nur noch die obigen Ergebnisse. 
Mit diesen Befunden glauben wir den sicheren Nachweis erbracht 
zu haben, da das wirksame Prinzip des Thunfischlebertrans 
mit dem durch Bestrahlung des 7-Dehydrocholesterins erhaltenen 
Stoff = Vitamin D, identisch ist. 

Aus den obigen Zahlen erkennt man auch noch als Drittes, 
daB das bestrahlte 22-Dihydroergosterin beziiglich antirachitischer 
Wirksamkeit am Kiiken sich dem Vitamin D, ebenfalls weit iiber- 
legen zeigt. Bei einem Blick auf die Formelbilder (S. 73) er- 
kennt man die nahe chemische Verwandtschaft zwischen dem 
7-Dehydrocholesterin und dem 22-Dihydroergosterin. Das letztere 
ist ja nichts anderes als ein in der Seitenkette methyliertes 
7-Dehydrocholesterin. Diese auffallend gute Wirksamkeit des 
22-Dihydroergosterins im Kiikenversuch reiht sich also gut in die 
Kette der iibrigen Beobachtungen ein. 

Nach Abschlu8 unserer Untersuchungen erhielten wir Kenntnis von 
den Versuchen von Mc Donald, J. of Biol. Chem. 114, Heft 1, Proc. LXV, 
Mai 1936, dessen Ergebnisse iiber die antirachitische Wirksamkeit von be- 
strahltem 22-Dihydroergosterin mit unseren Befunden in guter Uberein 
stimmung sind. 

Als endlich letztes ist aus den obigen Ergebnissen noch ab- 
zulesen, daB von den von mir untersuchten Sterinen der Reihe C,, 
vermutlich keines als Provitamin fiir ein hochwirksames Vitamin D 
in Betracht kommt. 

Unsere Versuche erlauben noch einen kleinen Beitrag zu 
liefern zur Frage des Bedarfes von Vitamin D beim Kiiken. Nach 
Waddell*) braucht ein junges wachsendes Kiiken tiaglich 27 inter- 
nationale EKinheiten Vitamin D in Form von Lebertran, nach 
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Carver *) braucht es bloB 17 i. K., nach Dols '%) 801. KE. in Form 
von Thunfisch- oder Dorschlebertran. In unseren Versuchen er. 
rechnet sich der tigliche Bedarf fiir das Kiiken an Vitamin D in 
Form von Fischtran 3—20 unserer Ratteneinheiten. (1 RE in unseren 
Versuchen = Wirksamkeit von 0,03 y des internationalen Standard. 
praiparates.) Nach den Angaben von Bethke und Mitarbeitern ") 
braucht ein Kiiken pro 100g Futter nur 7 Ratten-EHinheiten 
Vitamin D, was etwa einer Menge von 3—5 Ratten-Einheiten/Tag 
entspricht. 

So zeigen also unsere Versuche, wie durch die Zusammen- 
arbeit zwischen Chemiker und Biologen die alte Frage nach der 
Identitiit zwischen Vitamin D, und den antirachitischen Inhalts- 
stoffen der Fischleberéle geklirt werden konnte. Schon einleitend 
war in dieser Arbeit davon die Rede, da8 manche Kliniker aus 
ihren Untersuchungen einen Unterschied in der Wirksamkeit 
zwischen Vitamin D, und Lebertran feststellen konnten, wihrend 
andere Kliniker diese Angabe nicht bestitigten®), Nun ist ja be- 
kannt, daB bei klinischen Auswertungen der Wirksamkeit von 
antirachitischen Praparaten doch immer mit einer erheblichen 
Fehlerbreite gerechnet werden muf, so daB die beobachteten Unter- 
schiede in der Wirksamkeit immer mit Unsicherheit behaftet sind. 

Nach den neuesten und genauesten Untersuchungen von 
Eliot”) und ihren Mitarbeitern besteht kein Unterschied in der 
Wirksamkeit des Vitamin D, und des Lebertrans bei kindlicher 
Rachitis. Diese Ergebnisse sind so bemerkenswert, daB ich sie 
in deutscher Ubersetzung hier zitieren méchte: 

fin weiterer Umstand fiir die damaligen Angaben war der 
geringe technische Stand fast aller Versuche, in denen Kinder 
fiir den Vergleich dienten. Daher waren die kiirzlich von Eliot 
(1935) mitgeteilten Ergebnisse von besonderer Bedeutung, da sic 
nicht nur auf Versuche mit sorgfiltig standardisierten Praiparaten, 
sondern auch auf eine recht grobe Zahl ausgewahlter Kinder auf- 
bauen. Es gelang Eliot und ihren Mitarbeitern nicht, irgend- 
welche wesentlichen Unterschiede zwischen bestrahltem Ergosterin 
und Dorschlebertran in der antirachitischen Wirkung auf Kinder, 
bezogen auf gleiche Anzahl Ratten-Kinheiten, festzustellen.“ 

Ganz ebenso wie der Mensch scheinen sich auch die rachi- 
tischen Jungtiere anderer Séuger zu verhalten. Auch bei diesen 
besteht kein Unterschied in der antirachitischen Wirksamkeit des 
Vitamins D, und der des naitiirlichen Vitamins D aus Lebertran, 
So schreibt z. B. Dols in der hollandischen Zeitschrift ,Schakels“ 
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' MaBe wirksam wie das natiirliche Vitamin aus Lebertran.“ 
- giehen aus unseren biologischen Versuchen den SchluB: 
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yom 26. 5. 1936, 8. 9: ,Soweit ja nun bis jetzt bekannt ist, zeigt 
sich das kiinstliche D-Vitamin, hergestellt durch Bestrahlung von 
-Ergosterin, bei Schweinen und anderen Haustieren im gleichen 


Wir 


| 1. Die antirachitische Wirksamkeit von Thunfischlebertran 
kommt der von Vitamin D, aus bestrahltem 7-Dehydrocholesterin 
im Kiikenversuch gleich, 

2. Vitamin D, ist das ,,natiirliche* Vitamin D des 'Thunfisch- 
trans. Das Provitamin des Vitamin D, ist das 7-Dehydrocholesterin. 

3. Die antirachitische Wirksamkeit von bestrahltem 22-Dihydro- 
ergosterin kommt im Kiikenversuch der von Vitamin D, sehr nahe. 
Das wirksame Prinzip des bestrahlten 22-Dihydroergosterins diirfte 
mit Vitamin D, chemisch nahe verwandt sein. 

4, Sterine der Summenformel C,, diirften als natiirliche Pro- 
vitamine fiir Vitamin D kaum in Frage kommen, da die anti- 
rachitische Wirksamkeit der durch Bestrahlung von 7-Dehydro- 
sitosterin und 7-Dehydrostigmasterin im Ratten- bzw. Kiikenversuch 
sréBenordnungsgemé8 zu gering ist. 

Die Frage, ob es nur ein einziges ,,natiirliches* Vitamin D 
in allen Fischleberélen gibt, wie Dols ?*) und Rygh **) annehmen, 
oder ob es in den verschiedenen Lebertranen auch noch ver- 
schiedene Vitamine D gibt, die fiir sich allein oder mit Vitamin D, 
cemischt vorkommen*’), kann auf Grund unserer Versuche noch 
nicht entschieden werden. 


Versuchsteil. 


Alle biologischen Versuche zur Feststellung der antirachitischen 
Wirksamkeit der in dieser Arbeit gepriiften Sterin-Derivate wurden an 
2 biologischen Testobjekten durchgefiihrt: im Rattenversuch und im 
Kiikenversuch. Immer wurde die minimal wirksame Grenzdosis des anti- 
rachitischen Priparates bestimmt, und zwar sowohl im Rattenversuch, als 
auch im Kiikenversuch. Von der Benutzung von ,,Ratten-Einheiten“ und 
»Kiiken-Einheiten“ wurde Abstand genommen, da ja von jedem Produkt 
eine definierte Gewichtsmenge, entweder Rohbestrahlungsprodukt, oder 
krystallisierte Substanz als minimal wirksame Grenzdosis angegeben 
werden konnte. Fiir die Herstellung der Beziehung zwischen der Wirk- 
samkeit im Rattenversuch und im Kiikenversuch konnten so einfach die 
Verhiiltnisse der Gewichtsmengen der minimal wirksamen Grenzdosen 
genommen werden. 

1. Rattenversuche. 

Die Rattenversuche wurden ausschlieBlich in der Anordnung des 
Prophylaxe-Versuchs durchgefiihrt. Beziiglich Einzelheiten unserer An- 
ordnung sei auf die Arbeiten von Scheunert und Schieblich*), sowie 
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Laquer und Mitarbeitern**) verwiesen. Es sei betont, daB in erstey 
orientierenden Rattenversuchen 3—4 verschiedene in groBem Abstand 
liegende Dosen des antirachitisch wirksamen Priparates gepriift wurden, 
In einer zweiten Versuchsserie wurde dann die Wirksamkeit innerhalh 
engerer Grenzen ermittelt, und in einer dritten Versuchsreihe die Ergebnisse 
der ersten und zweiten bestitigt. Alle Priparate wurden so verdiinnt, da 
die zu priifende Dosis in 0,1 cem Vitamin D-freien Oles gelést war. 

Der Rattenversuch dauerte 14 Tage, an denen tiglich die zu priifende 
Dosis mit Pipette verfiittert wurde. Die Beurteilung der Wirksamkeit des 
Priparates erfolgte auf Grund von Réntgenaufnahmen aller Tiere, in denen 
die GréBe der Epiphysenfugen an Tibia und Humerus zum MaBstab ge. 
nommen wurde. Fiir jede Dosis wurden 10 minnliche Ratten im Gewicht 
von 35 g (zu Versuchsbeginn) eingesetzt. Die Tiere entstammen einer 
groBen, gleichmiéBig gefiihrten Tierzucht, in der weiBe und scheckige Ratten 
gekreuzt sind. Am Ende des Versuchs wurden nur jene Tiere bewertet, 
die innerhalb der Versuchszeit in normaler Weise zugenommen hatten; nicht 
gezihlt wurden jene Tiere, die weniger als 5 g zugenommen hatten und 
gegen Rachitis nicht geschiitzt waren. Da durch diese Ausscheidungen 
Ausfiille an Tieren entstanden, wurden jene Dosen als wirksam bezeichnet, 
bei denen 70—90°/, der Tiere gegen Rachitis geschiitzt waren. In der 
internationalen Anweisung fiir die Standardisierung der Wirksamkeit von 
Vitamin D-Priparaten wird bekanntlich verlangt, daB 80°/, der Tiere gegen 
Rachitis geschiitzt sind. 

Jnser Versuchsraum fiir die Rattenversuche wird streng auf einer 
konstanten Temperatur von 20° gehalten. Um die trotz dieser MaBnahmen 
gelegentlich eintretenden unvorhersehbaren Schwankungen in der Empfind. 
lichkeit des Tiermaterials, die offenbar durch Jahreszeit oder Witterung 
bedingt sind, zu erkennen und beriicksichtigen zu kénnen, wurde tunlichst 
in allen Versuchen ein Standard-Priiparat mitgepriift. Dieses Standard- 
priparat ist, wie das internationale Standard-Priparat der Standardisierungs- 
kommission eine Lésung von reinem krystallisiertem Vitamin D,, von dem 
in den meisten unserer Versuche 0,03 y geniigen, um unsere Ratten gegen 
Rachitis zu schiitzen. 

Das rachitogene Futter fiir unsere Ratten ist die Me Collum-Kost 3143, 
mit einem Ca/P-Verhiltnis von 4:1. Sie besteht im Einzelnen aus Voll- 
mais, geschrotet, 1800 g; Weizen, geschrotet, 1650 g; Weizenkleber 750 g, 
Calciumearbonat 150 g; Kochsalz 50 g; Leimperlen 750 g; die Leimperlen 
werden in 3 Liter warmen destillierten Wassers gelést, und die gut 
durchmischten andern Bestandteile der Leimlésung beigegeben und gut 
durchgeknetet. Der Futterbrei wird auf groBen Trockenblechen in 3 em 
dicker Schicht aufgetragen, und im Kiihlschrank erstarren gelassen. Der 
Futterkuchen wird in Tagesportionen fiir jede Ratte zerschnitten. 

Auf die Wiedergabe von ausfiihrlichen Tabellen der Ergebnisse 
unserer Rattenversuche sei aus Raumersparnis verzichtet. 

Kukenversuche. — Allgemeine Versuchsanordnung. — Zu den 
Versuchen wurden Kiiken der weiben einkimmigen Leghornrasse benutzt. 
Die Kiiken wurden von einem in der Nihe des Laboratoriums wohnenden 
Ziichter als Eintagskiiken bezogen. Die Tiere wurden fiir unsere Versuchs- 
zwecke besonders aus Eiern von 2 jihrigen Hennen durch moderne Brut- 
maschinen ausgebriitet, und zwar stets ein groBer Ansatz gleichzeitig, um 
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einheitliches Versuchsmaterial zu haben. Auf diese GleichmiBigkeit des 
Tiermaterials mu8 der allergréBte Wert gelegt werden, denn bei allen 
Vitamin-Mangelversuchen spielt ja nicht bloB das aktuelle Vitamindefizit 
eine Rolle, sondern natiirlich auch der Vitaminvorrat, den das Tier in 
seinem eigenen Organismus als Vorrat mitbringt. Gerade bei Versuchen 
mit Vitamin D ist deshalb auf GleichmiBigkeit des Zuchtmaterials gréBter 
Wert zu legen, weil ja bekannt ist, daB Eidotter zu den Vitamin D-reichsten 
Naturstoffen gehért, und weiterhin bekannt ist“), da8 der Vitamin D-Gehalt 
der Eier durch die verschiedenen Bedingungen der Zucht, der Jahreszeit 
und des Futters der Hennen um das 10 fache variieren kann. Das Futter 
der Muttertiere unserer Tiere war hochwertig und enthielt immer Lebertran; 
auBerdem hatten die Hennen stets Auslauf nach einem sonnigen Siidhang, 
auf dem sie reichlich Sonnen-Bestrahlung ausgesetzt waren. Aus diesen 
Griinden muBten wir damit rechnen, daB der Vitamin D-Vorrat unserer 
Kiiken relativ groB war. 

In den vielen Vorversuchen, die wir seit Mirz 1935 fiihrten, haben 
wir erst eigene Erfahrungen iiber die geeignetste Versuchsanordnung mit 
Kiiken erwerben miissen. Es muB bei den sehr Kilte-empfindlichen Ein- 
tagskiiken, die einen '/, stiindigen Transport hinter sich hatten, bald und 
ausreichend fiir die ,,Riickenwirme“ gesorgt werden. Wir hielten deshalb 
den Raum fiir die Tiere konstant bei + 28°, an kiihlen Sommertagen und 
besonders kalten Wintertagen mu8 eine regulierbare Zusatzheizung vor- 
handen sein. In Spezialkifigen aus Ganzmetall gaben wir den jiingsten 
Kiiken noch Gelegenheit, unter einer elektrischen Gliithlampe Warmeschutz 
zu suchen, wo sie nach eigener Wahl strahlende Wiirme bis zu 32° 
erreichen konnten. Fiir die ersten 3—5 Tage der Haltung in unsern 
tiumen wihlten wir als Futter Schnitzel aus hartgekochten Eiern, um die 
Tiere iiber die kritischen ersten Tage hinwegzubringen; erst vom 3.—5d. Tag 
an wurde strenge D-Mangelkost eingefiihrt. 

Nach den ersten Wochen wurden die Tiere in grobe Einzelkifige aus 
Drahtmaschen umgesetzt, die in einem groBen, vollig vor Tageslicht 
geschiitzten Raum standen. Der Raum wurde ausreichend elektrisch 
beleuchtet, damit die Tiere ihr Futter finden konnten, da Hihner im 
Dunkeln nichts fressen. Da den Tieren Gelegenheit gegeben werden sollte, 
unter so natiirlichen Bedingungen als méglich zu leben, bekamen sie als 
Bodenstreu sauber gewaschenen Bausand. Diese Sandstreu ist sowohl fiir 
die natiirliche Lauf- und Scharrbewegung der Kiiken erforderlich, wie 
auch fiir die normale Verdauung, da Hiihner stets Sand und Steinchen 
aufpicken kénnen miissen, damit nicht unliebsame Verdauungsstérungen 
auftreten. 

In den ersten Vorversuchen starben viele Kiiken, da ja die von den 
Ziichtern empfohlene Lebertranfiitterung, Frischkost und Auslauf im Freien 
unter allen Umstinden vermieden werden muBten. 


Futtermischungen. Als rachitogenes Futter wurde zunichst fiir 
unsere Kiiken die von Hart*) angegebene Futtermischung gewihlt. Sie 
besteht aus 59°/, Mais, 25°/, Mittelweizen, 12°/, Casein, Calciumcarbonat und 
Calciumphosphat zu je 1°/,. Diese Kost wurde in Ansitzen von 2—6 kg 
bereitet. Das Casein wurde im Extraktionsapparat mit Lipoid-Lésungs- 
mitteln extrahiert, die Bierhefe ebenfalls. Das fertige, sorgfiltig gemischte 
Mutter ist ein grobkérniges helles Pulver, das von den Tieren gerne 
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gefressen wird. Die Schrotung und innige Vermischung aller Futter. 
bestandteile ist notwendig, weil sonst die Tiere sich Einzelbestandteile de, 
Futters herauspicken und das Ubrige verstreuen. Unsere Tiere gediehen 
bei dieser Kost ausgezeichnet, im Gegensatz zu den Angaben von Wad de]], 
dessen Tiere bei dieser Kost verkiimmerten und die 6. Woche nicht iiber. 
lebten"*). Dies ist ein Zeichen dafiir, daB unsere Tiere mit einem hohey 
Vitamin D-Vorrat zu Beginn des Versuchs starteten. 

Um ganz sicher zu sein, daf unser Kiikenfutter frei von Vitamin ) 
ist, stellten wir mehrfach aus dem fertigen Futtergemisch Extrakte her, 
deren etwaiger Vitamin D-Gehalt in dem empfindlichen Rattenversuch gepriift 
wurde: das ganze Futter wurde mit alkoholischer KOH verseift, und das 
Unverseifbare mit reinem Petrolither aus dem Gemisch extrahiert. Der 
Verseifungsriickstand wurde noch 2 mal mit Alkohol ausgezogen und nach 
Wasserzusatz wiederum das Unverseifbare mit Petrolither ausgeschiittelt, 
Die vereinigten Petrolither-Ausziige wurden nun getrocknet und im Vakuum 
unter Kohlensiure von dem fliichtigen Lésungsmittel befreit. Der Riickstand 
wurde mit Hilfe von Peroxyd-freiem Ather in Ol gelést, und in tiglichen 
Dosen von 0,1 ccm Ollésung entsprechend Extrakt aus 20 g Kiikenfutter 
an die Ratten verfiittert. Zur Kontrolle wurde die Mc Collum-Kost 3143 
unserer Ratten in der gleichen Weise aufgeschlossen uud ebenfalls ein 
Extrakt hergestellt, der in Ol gelést an Ratten gepriift wurde, da immerhin 
nicht auszuschlieBen war, da8B bei dem energischen chemischen Aufschlut 
ein etwaiger Rest von Vitamin D freigesetzt wird, der bei der gewohnlichen 
Verdauung der Resorption und so dem Nachweis entgeht. In 3 Versuchen 
erwies sich unser Kiikenfutter und unser Rattenfutter bei diesem Extraktions- 
verfahren als Vitamin D-frei*). 

Das Verhiltnis Ca/P unserer ersten Kiikenfuttermischungen betrug 
nach unseren Analysen 1:1. Auf Grund dieses Befundes wurde der 
Calciumcarbonatgehalt unseres Futters auf das 3 fache erhéht. Mittelweizen 
wurde voriibergehend durch Weizenkleber ersetzt; zuletzt bewiihrte sich 
am besten sauber geschroteter Weizen. Die trockene Bierhefe ersetzten 
wir durch Hefeautolysat B 1783, das alle B-Vitamine in geniigendem Mabe 
enthilt. Vor der Beimischung dieses Hefeextraktes zum Futter wurde er 
7mal mit der gleichen Menge Petrolither ausgeschiittelt. Um dem Vitamin 
A-Bedarf der Kiiken Rechnung zu tragen, und den Vitamin A-Gehalt des 
Lebertrans nachzuahmen, wurde an Stelle des SesamGls eine 0,05 °/, Carotin- 
lésung verwandt, die mit Hydrochinon stabilisiert war. 

Die endgiltige Zusammensetzung unserer Kost war Kiiken- 
futter 3a: Vollmais geschrotet 58 °/,, Weizen geschrotet 24°/,, Casein extrahiert 
12°/,, Caleiumcarbonat 3°/,, Calciumphosphat 1°/,, Hefeextrakt Vitamin D-frei 
1°/,, 0,05 °/, ige Carotinlésung in Sesamél 1°/,. Das Verhiiltnis Ca/P ist 2,5:1. 

Nach unseren Versuchen nimmt ein wachsendes Kiiken im Dureb- 
schnitt pro Tag 30g Futter auf. In ihm sind enthalten 0,06 cem Hete- 
autolysat mit 5 Tauben-Einheiten Vitamin B, und 0,15 mg Karotin mit 150 
internationalen Einheiten Vitamin A, auBerdem noch die im Gesamtfutter 
enthaltenen Vitamine. Um den Verdauungsstérungen der Tiere zu begegnen. 
gingen wir dazu iiber, dem Futter der Tiere etwas Grit (feiner Split aus 
kleinen Muschelschalen und Steinchen) beizusetzen. 





*) Den chemischen Arbeitsgang bei der Herstellung der Futterextrakte 
hat Herr Dr. Auhagen ausgearbeitet. 
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Diese Versuchsanordnung hat einige Nachteile: die vielen laufenden 
Kiiken wirbeln in dem Sand Staub auf, durch den leicht eine ungiinstige 

_ Beeinflussung der anderen Versuchsgruppen desselben Raumes entstehen 
kjnnte. Eine Ubertragung von dem im Kot ausgeschiedenen Vitamin D 
durch den Staub ist unwahrscheinlich, da im Kot nur sehr wenig Vitamin D 


bei Kiiken ausgeschieden wird"). Gegen eine Ubertragung der Coccidiose 
oder des Vitamin D durch den Staub sicherten wir uns durch staubdichte 
massive Zwischenwiinde zwischen den Kifigen. Uberdies wurde die Sand- 
streu 3mal wéchentlich bei allen Versuchsgruppen erneuert. Eine groBe 
dauernd laufende Exhaustor-Anlage beseitigte den Staub und sorgte fiir 
notwendige Frischluft. 

In der letzten Zeit wurde die Einrichtung durch Drahtmaschenbéden 
und Anbringung der Futternipfe an der AuBenseite der Kifige vervoll- 
kommnet, so da jetzt Staubplage und Ubertragung der Coccidiose gebannt 
sind. Der fiir die Verdauung notwendige Sand und Grit wird dem Futter 
beigemischt. 

Nebenerscheinungen wihrend des Rachitisversuches an Kiiken. 

Gegen die fast unvermeidbare Coccidiose hilft das hiéufige Wechseln 
der Bodenstreu und das Ausscheiden kranker Tiere. Einmal verloren wir 
eine ganz grofe Brut innerhalb weniger Tage. Gelegentlich zeigten die 
Tiere Lihmungserscheinungen, deren Deutung uns Schwierigkeiten machte. 
Nach der versuchsweise vorgenommenen Injektion von 0,1 ccm Betaxin 
(= 40 Taubeneinheiten Vitamin B,) verschwanden die Erscheinungen. 
Daraufhin entschlossen wir uns, einmalig alle Tiere damit zu injizieren; 
wir glauben, daB dadurch die Ausfille an Tieren geringer geworden sind. 

An antirachitisch wirksamen Priiparaten kamen zur Priifung: 

1. Reines Vitamin D, in Form eines genau eingestellten und im 
Rattenversuch ausgewerteten Vigantol. Es wurden 5 verschiedene Ver- 
diinnungen mit reinem, D-freiem Sesamél hergestellt, so daS jeweils in 
0,1 cem enthalten war: 

51,2 12,8 3,2 0,8 0,2 y Vitamin D, 
2. Lebertran, Unverseifbares aus Thunfischtran. 0,1 cem enthielten: 
250 64 16 4 2 ¥ Unverseif bares *) 

Vitamin A-Gehalt der Ollésung 250 7/0,1 cem kaum nachweisbar. 

3. Bestrahltes 7-Dehydrocholesterin. Die Verdiinnung erfolgte derart, 
daB in 0,1 cem enthalten waren: 

15,2 4,8 2 0,3 0,15 y Rohbestrahlungsprodukt**). 

4. Bestrahltes 22-Dihydroergosterin; die Verdiinnungen wurden so 
gewiihlt, daB in je 0,1 cem enthalten waren: 

64 16 4 1 0,5 y Rohbestrahlungsprodukt™). 

5. Bestrahltes 7-Dehydrositosterin; die Verdiinnungen wurden so 
gewihlt, daB in je 0,1 cem enthalten waren: 

80 20 5 2,5 1,25 y Rohbestrahlungsprodukt*"*). 


*) Die Herstellung des Thunfischtrankonzentrats hat Herr Dr. Au- 
hagen in unserem Physiologischen Laboratorium in Elberfeld durchgefiihrt. 
**) Die Bestrahlung der Priiparate hat Herr Dr. Auhagen in unserm 
Physiologischen Laboratorium in Elberfeld durchgefiihrt. 
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6. Reines Vitamin D, in Form eines genau eingestellten und iy, 
Rattenversuch ausgewerteten Vigantol. Es wurden 5 verschiedene Ver. 
diinnungen mit reinem, D-freiem Sesamél hergestellt, so das jeweils in 0,1 ccn 
enthalten war: 

2,0 0,8 0,2 0,05 y Vitamin D,. 

7. Vitamin D,, in genau der gleichen Dosierung wie unter 6 aut. 
gefiihrt. Dieser Versuch diente zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit der 
Befunde des Versuches von 6, wie vorstehend aufgefiihrt. 

8. Heilbuttlebertran. Im Versuch an der Ratte ergab sich als minimal 
antirachitisch wirkende Grenzdosis 6 mg Lebertran. Die Verdiinnung erfolgte 
derart, daB in 0,1 cem enthalten waren: 

65 21 6,5 1,5 mg Lebertran. 
9. Bestrahltes 22-Dihydroergosterin; die Verdiinnungen wurden 50 
gewiihlt, daB in je 0,1 cem enthalten waren: 
40 16 4 1 y Rohbestrahlungsprodukt*). 
10. Bestrahltes 7-Dehydrocholesterin. Die Verdiinnung erfolgte derart, 
da8 in 0,1 eem enthalten waren: 
8 2 0,8 0,2 y Rohbestrahlungsprodukt*). 
11. Vitamin D, krystallisiert aus bestrahltem 17-Dehydrocholesterin 
isoliert. Die Verdiinnung erfolgte derart, daB in 0,1 cem Ol! enthalten 


nee 0,8 0,2 0,06 y Vitamin D, krystallisiert. 

12. Vitamin D, aus Thunfischkonzentrat isoliert, in Ol gelést (Brock- 
mann). Die Verdiinnung erfolgte derart, daB in 0,1 eem Ol enthalten 
ee 0,1 0,2 0,4 y Vitamin D, krystallisiert. 

Prophylaxeversuch. — Die Tiere wurden in Gruppen von 6 bis 
17 Tieren gemeinsam in einem Kifig von 0,7 qm Bodenfliche gehalten: sie 
wogen zu Beginn des Versuches etwa 50g. Es wurde dafiir Sorge ge. 
tragen, daB die Tiere in ihren Kifigen ausreichend laufen konnten, un 
nicht die Entwicklung anderer Krankheiten durch den Mangel an Be- 
wegung zu begiinstigen. Als die Tiere gréBer wurden, wurden die Gruppen 
vielfach geteilt. 

Alle Kiiken bekamen die auf ihre antirachitische Wirksamkeit zu 
priifende Substanz in Ol gelést, je 0,1 cem tiglich mit der Schlundsonde 
vertiittert. Fiir jede Dosis wurden 13—20 Tiere gesetzt. Die Dosen stiegen 
gewohnlich im Verhiltnis 1:4:16:64. Durch diese Fiitterung der Vitamin D- 
Priiparate mit der Schlundsonde wurde eine viel bessere Kontrolle iiber 
die tatsiichlich von jedem Tier aufgenommene Menge Vitaminpriiparat 
erhalten, als wenn die D-Priparate einfach dem Futter beigemischt worden 
wiiren, wie dies die friiheren Untersucher taten (8—17). 

Die Versuchsdauer unserer Prophylaxeversuche betrug 63—85 Tage, 
in absichtlicher Uberschreitung der yon Waddell, Bethke, Dols u.a. 
angewandten Zeit yon etwa 8 Wochen, um Werte von groBer VerlaBlich- 
keit zu erhalten. 

Als MaB der Entwicklung einer Rachitis wurde benutzt: 

1. Klinische Zeichen der Rachitis: Gewicht der Tiere, Kérpergribe 
der Tiere, Beinschwiiche, Lebhaftigkeit, Gefiederzustand. 


*) Die Bestrahlung der Priiparate hat Herr Dr. Auhagen in unserm 
Physiologischen Laboratorium in Elberfeld durchgefiihrt. 
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2. Quantitative Bestimmungen der Knochenasche der Tibia in Doppel- 
analysen, Mischprobe aller linken Tibiae aller Tiere jeder Gruppe, Misch- 


: probe aller rechten Tibiae zur Kontrolle. 


8. Quantitative Bestimmung von Calcium und anorganischem Phosphat 
im Blutserum in Doppelanalysen des Mischserums aller Tiere jeder Gruppe. 

4. Réntgenaufnahmen der Kniegelenke aller Tiere. 

5. Pathologisch anatomische Rachitisdiagnose an Rippen, Rippenansatz, 
Wirbelsiule und Becken aller am SchluB des Versuches getéteten Tiere. 

VerlaBlichkeit dieser einzelnen Verfahren zur Beurteilung der 
Rachitis. Das klinische Bild der Tiere wihrend und am Ende des Ver- 
suchs gibt verliBliche Hinweise auf eine bestehende Rachitis. Um ein 
richtiges Bild von der Beinschwiche zu bekommen, mu8 das Tier lange 


' genug beobachtet werden, weil viele Tiere aus Scheu oft nicht richtig 


laufen. Um eine Vorstellung vom Aussehen der Tiere zu geben (vgl. Fig. 3 u. 4, 


| Taf. ID) sind einige gecignete Tiere abgebildet. Beurteilt wurde: keine, miibige, 
_ schwere und schwerste Beinschwiiche. Bei der Bestimmung des Calcium- 
' und Phosphatgehaltes des Serums der Tiere konnten wir zwar im all- 
' gemeinen bestitigen, was schon lange bekannt ist, daB bei Rachitis der 


Calcium- und Phosphatgehalt erniedrigt sind; die Werte sind aber fiir 
quantitative Beurteilungen nach unsern Versuchen unverliBlich. 
Bei der quantitativen Bestimmung der Knochenasche gingen wir so 


| vor: mangels jeder genauen Beschreibung definierten wir fiir uns als 
,Knochen“ die gesamte von allen Muskeln und Bindegewebe frei pripa- 
_ rierte Tibia einschlieBlich des proximalen und distalen Knorpeliiberzuges 
an den Gelenken. Die Haut lésten wir von den Knochen durch kurzes 
| Einlegen in 60° heiBes Salzwasser und Abreiben mit dem trocknen Hand- 


tuch. Als ,,Asche definierten wir den bei mehrstiindigem Erhitzen vor 
dem Gebliise verbleibenden Riickstand an Mineralstoffen. Alle Knochen 


_ jeder Versuchsgruppe wurden in rechte und linke Tibia geteilt, jede Hilfte 
_ dann fiir sich zerkleinert, im Soxhletapparat mit Alkohol und Ather fort- 


laufend extrahiert und an der Luft und spiter im Trockenschrank getrocknet. 


' Durch diese Teilung der Knochen in rechte und linke erhofften wir uns 
/ ene gegenseitige Kontrolle. Leider stimmten diese Doppelanalysenwerte 


wie die Tab. 1 zeigt, nicht in dem erwarteten Maf8 iiberein. 


Tabelle 1. 


Ubersicht iiber die Ergebnisse der Knochen—Aschen-Analysen, 
gezeigt am Beispiel der Lebertran-Gruppe. 











. a Lebertran- Bestimmung Mittelwert 
d-Nr. | der Tiere am k seat in Tibiae Of 
Versuchsende a = ones 
m7 rechts °/, links °/, 
d 72 9 250 49,5 45,5 | 47,5 + 2,0 
d 73 6 64 45,4 426 | 44,0 + 1,4 
d74 9 16 34,5 44,0 | 39,3 + 4,7 
d 75 . 4 45,0 42,5 | 48,7 + 1,25 
d 76 4 2 82,2 35,2 | 33,7 4+ 1,5 
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Aus der Tabelle erkennt man, da8 man zwar wohl an den extremey 
Werten die héchste und niedrigste Dosis Lebertran erkennen kann, da 
aber eine genaue Abstufung der Ergebnisse der Knochen—Asche-Analysen 
nach den Dosen des verfiitterten Lebertrans nicht festzustellen ist. Man 
findet zwar bei offenkundig rachitischen Tieren, wie bei d 76 niedrige 
Knochen-Asche-Werte, und bei Normaltieren d 72 hohe Knochen—Asche. 
Werte, die mit den Ergebnissen der Amerikaner leidlich iibereinstimmen, 
Wie die Berechnung der Mittelwerte zeigt, schwanken die Ergebnisse der 
Doppel-Analysen so sehr, daB der ganze Test nicht als verliBlich genug 
angesehen werden kann. 

Wir bestitigen mit diesen Ergebnissen die Erfahrungen von Dols", 
Bei der Erhebung der pathologisch-anatomischen Diagnose an den Rippen, 
Wirbelsiule usw. konnten wir die guten Erfahrungen, die Dols mit dieser 
Beurteilung machte, bestitigen. Die pathologisch-anatomischen Erfahrungen 
wurden bewertet in: geringe, miBige, schwere und schwerste rachitische 
Veriinderungen, vgl. Fig. 1 u. 2, Taf. I. Beim endlich letzten Test, nimlich 
den Réntgenaufnahmen der Kniegelenke, bestitigten wir ebenfalls die kr. 
fahrungen von Dols. Am Réntgenbild der Kniegelenke wurde unterschieden: 
keine Rachitis = minus, mittelsechwere Rachitis = plus, schwere Rachitis 
= ++, schwerste Rachitis = +++. Vgl. Fig. 5 u. 6, Taf. II. 

Fiir die Gesamtbeurteilung der Wirksamkeit einer bestimmten Dosis 
eines antirachitischen Priparates zogen wir alle uns verliBlich erscheinen- 
den Testierungsverfahren gleichmibig heran. 

In den im Anhang aufgefiihrten Beispielen fiir die Auswertung der 
antirachitischen Wirksamkeit im Kiikenversuch ist die Anzahl der jeweils 
rontgenologisch, pathologisch-anatomisch und klinisch rachitisch befundenen 
Tiere einzeln aufgefiihrt. Fiir die Gesamtbeurteilung wird aus diesen Ziffern 
das arithmetische Mittel gezogen, und mit diesem Mittelwert aus der Ge- 
samtzahl der Tiere die Prozentziffer der rachitischen Tiere ausgerechnet: 
bei der relativ geringen Zahl von Tieren haben natiirlich Bruch-Prozente 
keinen Sinn, weshalb die Zahlenwerte auf runde Zehner auf- oder ab- 
gerundet wurden. 


Die Ermittlung der antirachitischen Grenzdosis geschah in der Weise, 
daB die nach der genauen Auswertung (Beriicksichtigung der Anzahl plus 
Zeichen der rachitischen Tiere!) erhaltenen Prozentziffern (in Klammern in 
den Beispiel-Tabellen angefiigt) auf die lineare Ordinate von halb-logarith- 
mischem Papier aufgetragen wurden; auf der Abszisse wurden dann die in 
geometrischer Reihe steigenden Dosen aufgetragen, wobei infolge der logarith- 
mischen Teilung der Abszisse iquidistante Punkte erhalten wurden. Die 
erhaltene Kurve kann ohne Schwierigkeit geglittet werden. Man sieht nun 
die antirachitisch wirksame Grenzdosis auf der Abszisse als Schnittpunkt 
der Ordinate ,,20°/, rachitische Tiere“ mit der Kurve. Ist der Schnitt- 
punkt wegen des flachen Verlaufs der Kurve zu unbestimmt, so wurde 
als antirachitischer Grenzwert der Dosen-Bereich angegeben, in welchem 
der Schnittpunkt liegen mu8. Man darf aber nicht vergessen, daB die 
sichere Beurteilung der Rachitis nach Réntgenbild, pathol.-anatomischem 
und klinischem Befund das Primire sein mu8, und daB die rechnerische 
Ausarbeitung der Befunde nicht genauer werden kann als die biologisch 
diagnostizierten Befunde. 
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Therapieversuch: Fir den Therapieversuch wihlten wir eine 
| Gruppe von Kiiken, bei denen wir durch 8 wéchentliche Fiitterung mit der 
' strengen rachitogenen Diiit eine im Réntgenbild + + schwere Rachitis er- 
zeugten. Tiere, die nur + rachitisch waren, wurden ausgeschieden. Von 

etwa 300 Tieren konnten 140 Tiere in den Versuch genommen werden. 


Bei Beginn der Verfiitterung der rachitogenen Diit am 25. Februar 


| wogen die Tiere im Durchschnitt etwa 30g. Wiéhrend der Zeit bis zum 
| 17. April nahmen die Tiere an Gewicht zu und wogen im Durchschnitt 
- etwa 150—300 g. 30 Tiere wogen unter 150 g, 15 Tiere iiber 300 g. Bei 
' der Fiitterung mit den antirachitischen Priparaten wurden die verschiedenen 
| Gewichte der Tiere in der Weise beriicksichtigt, da8 die zu leichten Tiere 


wochentlich 5 Dosen und die zu schweren Tiere wéchentlich 10 Dosen 


und die normalgewichtigen Tiere (zwischen 150 und 300 g) wéchentlich 
| 7 Dosen zu je 0,1 cem Ollésung der antirachitischen Priiparate bekamen. 
| Bei der Einteilung der Tiere in Gruppen wurden die zu leichten und die 
' zu schweren Tiere gleichmiBig auf alle Versuchsgruppen verteilt. 


Vom 17. April bis 4. Mai 1936 erhielten die normalgewichtigen Tiere 


 tiglich 0,1 ccm der dligen Lésung der entsprechenden Verdiinnung des 
_antirachitischen Sterinderivats. Die Tiere wurden immer in Gruppen zu 
' je 9 Tieren in Kiéfigen gehalten. 


Es wurden gepriift: 
Jene Priiparate, die auf S. 79 und 80 der vorliegenden Arbeit auf- 


| gefiihrt sind, und zwar unter der Nummer: 1, 2, 9, 10, 11, 12. 


Da nach den Ergebnissen des Prophylaxeversuchs die Wirksamkeit 


unserer antirachitischen Produkte beim Kiiken ungefihr festlag, konnte in 
| diesem ‘‘herapieversuch eine Entscheidung bereits mit drei Dosen der 


jeweiligen Priparate herbeigefiihrt werden. 
Am 5.Mai und den folgenden Tagen wurden von allen Tieren wiederum 


| Réntgenaufnahmen der Kniegelenke gemacht und die erhaltenen Bilder 


jeweils mit den Aufnahmen desselben Tieres vom 17. April verglichen. Als 


_negativ oder geheilt wurden diejenigen Tiere bezeichnet, bei denen der 
| Abstand zwischen Tibiadiaphyse und Epiphysenknochenkern bis auf den 


normalen Spalt reduziert war. Die iibrigen Tiere wurden mit + oder ++ 
als rachitisch oder demgemiB als nicht geheilt bezeichnet. 


Nach der Réntgenaufnahme wurden simtliche Tiere getitet und an 
den Skelettverinderungen (Rippe, Wirbelansatz, Rippenangulus) die patho- 
logisch-anatomische Diagnose der Rachitis erhoben. 


Bei der Beurteilung der Heilung der Rachitis wurde eine Tiergruppe 
nur dann als geheilt gewertet, wenn 80°/, aller Tiere vollig Rachitis- 
frei waren. 

Fiir die Gesamtbeurteilung der Wirksamkeit einer bestimmten Dosis 
eines antirachitischen Priparates zeigte sich, daf Réntgendiagnose und 
pathologisch-anatomisches Bild gut iibereinstimmen. LEinige der nach- 
stehenden Tabellen, die als Beispiele aufgefiihrt seien, geben iiber unsere 
Ergebnisse im einzelnen Aufschlu8. Beziiglich der gleichmifigen Beriick- 
sichtigung des réntgenologischen, pathologisch-anatomischen und klinischen 
Ergebnisses und der Ermittlung des antirachitischen Grenzwertes kann auf 
das beim Prophylaxe-Versuch Gesagte verwiesen werden. 

6* 
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Ergebnisse. 


Es soll darauf verzichtet werden, alle unsere Versuche aus- 
fihrlich in Tabellenform aufzufiihren. Im einzelnen wurden 
auBer einigen Vorversuchen fiinf groBe Versuchsreihen mit 
100 Tiergruppen durchgefiihrt. 

Alle Untersucher, Waddell, Dols, Bethke, Bills u. a. 
stimmen darin iiberein, daB die Feststellung der Wirksamkeit 
eines antirachitischen Priiparats im Kiikenversuch mit den je- 
weiligen Versuchsbedingungen variiert. Es diirfen also Vergleiche 
zwischen der Wirksamkeit verschiedener Praparate nur dann durch- 
gefiihrt werden, wenn sie tatsichlich gleichzeitig, im Parallel- 
versuch an Tieren der gleichen Brut gepriift wurden. In unsern 
Versuchen sind immer die Befunde einer einzelnen Versuchsreihe 
untereinander unmittelbar vergleichbar. Um auch die verschie- 
denen Versuchsreihen wenigstens mittelbar miteinander vergleichen 
zu kénnen, haben wir in allen Versuchen die Lésungen von Vitamin D, 
gewissermaBen alsStandardpriparate immer mitgepriift. In mehreren 
Versuchen haben wir die Lésung von Vitamin D, in gleichen Dosen 
2fach eingesetzt, um zu ermitteln, ob die erhaltenen Befunde 
reproduzierbar sind. Leider zeigte sich, daf dies nicht immer der 
Fall war. Wir fanden z. B. in 2 gleichzeitig laufenden Parallel- 
versuchen im Sommer 1935, daB eine Gruppe von Kiiken 32 Ratten- 
Kinheiten = 0,8 y Vitamin D, taglich nétig hatte, wahrend die 
andere Gruppe von Kiiken 24 Ratten-Kinheiten = 0,6 y Vitamin D), 
bloB nétig hatte, um vor Rachitis geschiitzt zu sein. Da8 wir im 
Winter viel héhere Dosen von Vitamin D brauchten, und zwar 
sowohl von Lebertran, wie von D,, um die Kiiken vor Rachitis 
zu schiitzen, erklart sich aus dem geringen Vorrat an natiirlichem 
Vitamin D, den die im Dezember gebriiteten Kiiken mitbrachten. 


Im Nachstehenden sei das Ergebnis der Kikenversuche in 
Form einer Ubersichtstabelle zusammengestellt. Die Tabelle bringt 
die zeitliche Reihenfolge der Versuche, die Ergebnisse der mini- 
malen Grenzdosen an Ratte und Kiiken, und endlich das Ver- 
haltnis der minimal wirksamen Grenzdosis bei Ratten =1 zu 
dem bei Kiken. 


Beispiele der Auswertungen der antirachitischen Wirksam- 
keitin Kiikenversuchen im einzelnen. In all den nachstehenden Ver- 
suchsgruppen, die in Prophylaxe- und Therapieversuch gepriift wurden, wurde 
die antirachitische Grenzdosis ungefihr an der Stelle gezogen, wo etwa 80°, 
der Tiere gegen Rachitis geschiitzt sind, d. h. aiso, wo nur etwa 20°/, der 
Tiere deutlich rachitisch waren. 
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Werner Grab, 


I. Gruppe. 


Vitamin D,, krystallisiert, aus bestrahltem Ergosterin, im Schutzversuch an 
Kiiken gepriift, vom 13. 12. 1935 bis 2. 3. 1936. 





Anzahl d. Tiere 
_ | an Versuchs- 
d-Nr. 

Beginn, Ende 

52 17 12 (10) 
53 17 11 ( 9) 
04 17 12 (10) 
DD 17 9 ( 7) 
56 17 7 ( 5) 


Dauer 
des 
Versuchs 
in Tagen 


Dosis 
tigl. 
per os 





17 
TT 
80 
80 
83 














Anzahl der Kiiken 


rachitisch 
nach Diagnose 
ront- 
genol. anatom. | nisch 


1 1 0 
1 3 3 
1 5 7 
5 4 5 
dD 5 5 


pathol.- | kli- 





Zahl der 


rachit. 

Tiere 
insgesaint 

m */, 


10( 6,6) 
30 ( 26 ) 
50( 46 ) 
70( 66 

100 (100 ) 


Wihrend des Versuchs verendeten 34 von den 85 fiir die Gruppe ver- 
wandten Tieren an interkurrenten Krankheiten bzw. an den Folgen desVitamin- 
mangelfutters. Je 2 Tiere jedes einzelnen Versuchs wurden am 58. Versuchs- 
tag getétet, um Anhaltspunkte iiber die Entwicklung der rachitischen Er- 
scheinungen zu gewinnen (Endzahl der Tiere in Klammern). 

Ergebnis: Der antirachitische Grenzwert wird auf Grund dieses Ver- 
suches auf (3,2 y bis) 12,8 y angenommen. Wie man aus den Werten der 
Tabelle ersieht, liegt er niher der oberen Grenze als der unteren. 


II. Gruppe. 


Lebertran, Konzentrat aus Thunfischtran, im Schutzversuch an Kiiken ge 
priift, vom 13. 12. 1935 bis 13. 3. 1936. 





Anzahl d. Tiere 
" an Versuchs- 
d-Nr. 

Beginn Ende 

72 17 11 (9) 
73 17 8 (6) 
74 17 11 (9) 
75 17 10 (8) 
76 17 6 (4) 








Dauer 
des 
Versuchs 
in Tagen 


92 
93 
93 
89 
89 





Dosis 
tiigl. 


per os 





Anzahl der Kiiken Zahl der 


rachitisch 
nach Diagnose 


rént- pathol.-  kli- 
genol. anatom. | nisch 


0 0 0 
0 2 0 
3 5 2 
5 4 5 
4 4 4 





rachit. 

Tiere 
insgesamt 

in °/, 


0( 9O) 
30 ( 33) 
40 ( 37) 
60 ( 58) 

100 (100) 


Wiihrend des Versuchs verendeten von den 85 fiir die Gruppe ver 
wandten Tieren 37 Tiere an Krankheiten, bzw. an den Folgen des strengen 
Vitaminmangelfutters, 2 Tiere wurden ausgeschieden. Je 2 Tiere jedes ein- 
zelnen Versuchs wurden am 58. Versuchstag getétet, wie in Gruppe I. 

Ergebnis: Der antirachitische Grenzwert wird auf Grund dieses Ver 
suchs zu (16 bis) 64 y angenommen. Wie man aus den Werten dei Tabelle 
ersieht, liegt er naiher der oberen Grenze als der unteren. 








Au 


Vitan 


d-Nr. 


Leber 


d-Nr. 


dieses 


~1 
' 


d-Nr. 


83 
34 
8d 





E} 
suchsbe 
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VI. Gruppe (Heilversuche). 





87 





Vitamin D, krystallisiert, aus bestrahltem Ergosterin, an Kiiken im Heil- 
versuch gepriift vom 14. 4. 1936 bis 5. 5. 1936. 





Anzahl d. Tiere 
an Versuchs- 
d-Nr. 
Beginn| Ende 
17 9 9 
78 9 8 
79 9 9 





Dauer 
des 
Versuchs 
a 
in Tagen 


17 
17 





17 


Dosis 
tigl. 
per os 
; 


0,8 
3,2 





12,8 


Anzahl der Kiiken 
rachitisch 
nach Diagnose 


rént- | pathol.- | kli- 
genol.| anatom. nisch 





5 D 5 
2 2 2 
0 Zz 0 





Zahl der 
rachit. 
Tiere 

insgesamt 
in °/, 

60 (55,5) 

25 (25 ) 

10 ( 7,5) 


Ergebnis: Der antirachitische Grenzwert wird bei 12,8 y angenommen. 


VII. Gruppe. 


Lebertran, Konzentrat aus Thunfischtran, im Heilversuch an Kiiken gepriift, 
vom 14. 4. 1936 bis 5. 5. 1936. 





Anzahl d. Tiere 
_ | an Versuchs- 
d-Nr. 
aan oeaie 
Beginn| Ende 
| 
| 
80 9 | 9 
81 9 9 
82 9 | 8 








Dauer 
des 
Versuchs 
in Tagen 


17 
17 
17 





Dosis 
tiigl. 
per os 


fi 


16 
64 
250 


Anzahl der Kiiken 
rachitisech 
nach Diagnose 


rént- pathol.- kdi- 


genol.| anatom. | nisch 





3 3 3 
0 l 1 
0 0 0 





Zahl der 
rachit. 
Tiere 

insgesamt 


° 0) 
In “/o 


30 
10 
0 


Ergebnis: Der antirachitische Grenzwert wird auf Grund der Befunde 
dieses Versuches zu 16—64 y angenommen. 


VIII. Gruppe. 
7-Dehydrocholesterin bestrahlt, im Heilversuch an Kiiken gepriift, 
vom 14. 4. 1986 bis 5. 5. 1936. 





Anzahl d. Tiere 


an Versuchs- 


d-Nr. 


Beginn | Ende 


83 9 7 
84 9 8 
Sd 9 8 








Dauer 
des 
Versuchs 
in Tagen 


17 
17 
17 





Dosis 
tigl. 
per os 


i 


0,15 
0,3 
1,2 


Anzahl der Kiiken 
rachitisch 
nach Diagnose 


rént- | pathol.- | kli- 
genol. anatom. | nisch 


6 | 4 4 
-) 1 1 
. | 4 1 








Zahl der 
rachit. 
Tiere 
insgesamt 
} y 
in “/9 
70 
10 
10 


Ergebnis: Der antirachitische Grenzwert wird auf Grund dieser Ver- 


suchsbefunde zu 0,3 y angenommen. 





Werner Grab 
b] 


IX. Gruppe. 


Krystallisiertes Produkt aus bestrahltem 7-Dehydrocholesterin, 
im Heilversuch an Kiiken gepriift, vom 14. 4. 1986 bis 5. 5. 1936. 











Anzahl d. Tiere] pDauer | Dosis Anzahl der Kiiken Zahl der 











a d om rachitisch rachit. 
d-Nr. a “6" nach Diagnose Tiere 
- si Versuchs | per os|_ PE ae =F 
: . ‘ insgesamt 

Beginn| Ende |? Tagen] rént- | pathol.- | kli- in 9 

6 | genol.| anatom. | nisch 7 
89 9 9 17 |0001 6 | 6 | 6 70 
90 9 8 17 0,2 0 0 0 0 
91 9 8 17 0,8 l 0 0 0 








Ergebnis: Der antirachitische Grenzwert wird auf Grund dieser Ver- 


suchsbefunde auf 0,2 y angenommen. 


X. Gruppe. 
22-Dihydroergosterin, bestrahlt, im Heilversuch an Kiiken gepriift, 
vom 14. 4. 1936 bis 5. 5. 1936. 











Anzahl d. Tiere] Dauner | Dosis Anzahl a — ps gg 
an Versashe : rachitise rachit. 
aN in des tigl. : Ti 
-Nr. Vv h . nach Diagnose iere 
 eanibak | ersucns | per 0s - se insgesamt 
Be inn | Ende In Tagen Y ront- pathol.- kli- in 0/ 
| genol. anatom, | nisch '0 
86 9 9 17 1 3 6 6 0 
87 9 7 17 4 1 1 1 10 
88 9 7 17 16 l 3 3 10 

















Ergebnis: Der antirachitische Grenzwert wird auf Grund dieser Ver- 
suchsbefunde zu 4—16 y angenommen. 


Bei der Festlegung des antirachitischen Grenzwertes bei den Gruppen VI 
bis X haben wir uns mehr auf das Ergebnis des Réntgenbildes, als auf dic 
pathologisch-anatomischen Befunde und die klinische Diagnose der Rachitis 
verlassen. 
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Die Tyraminbildung aus Tyrosin 
mit iiberlebenden Gewebsschnitten und deren Beziehung 
zur Adrenalinsynthese. 


II. Mitteilung iiber die Adrenalinsynthese im Reagenzglase 
unter physiologischen Bedingungen. 


Von 


W. Schuler, H. Bernhardt und W. Reindel. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Universitéts-Klinik in Erlangen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1936.) 


Untersuchungen von W. Schuler und A. Wiedemann!) 


haben gezeigt, daB Nebennierengewebe aus Tyramin Adrenalin zu 
synthetisieren vermag*). Damit war Tyramin als Vorstufe des 
Adrenalins charakterisiert. Man kénnte daran denken, da8 Tyramin 
als Faulnisprodukt aus dem Darm stammt, doch ist kaum an- 
zunehmen, daB der Organismus fiir seinen Bedarf an Tyramin 
zur Adrenalinbildung von der Resorption eines Darmfiaulnis- 
produktes abhingig ist. Viel berechtigter ist die Annahme, daf 
der Organismus Tyramin als Vorstufe des fiir ihn so wichtigen 
Adrenalins selbst bildet. Als Vorstufe fiir Tyramin kommen 
theoretisch 3 Substanzen in Frage: Tyrosin, das dem Tyramin 
chemisch am niichsten steht und dessen Zufuhr als lebenswichtig 
bekannt ist, Phenylalanin, dessen Umwandlung in Tyramin 
iiber Tyrosin verlaufen miBte und Phenylithylamin. 

Wenn trotz zahlreicher friiherer Versuche?—5) eine Adrenalin- 
synthese aus theoretisch angenommenen Vorstufen unter physio- 
logischen Bedingungen nicht gelang, so lag dies nach W. Schuler 
einmal daran, daB kein iiberlebendes Gewebe bei den Versuchen 
verwendet wurde und weiterhin daran, daB die Méglichkeit 


*) Wir glauben uns berechtigt anzunebmen, daB wir nicht nur eine 
,adrenalinartige Substanz“, sondern Adrenalin selbst synthetisiert haben, 
da wir uns davon iiberzeugen konnten, daf keine der zahlreich dargestellten, 
chemisch dem Adrenalin nahestehenden Substanzen die fiir das Adrenalin 
charakteristische Blutdruckkurve am narkotisierten Tier ergibt; diese aber 
erhielten wir mit unserer aus Tyramin im Reagenzglase gebildeten Substanz. 
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auber acht gelassen wurde, die Adrenalinsynthese kénnte sich aus 


' gwei in verschiedenen Organen ablaufenden Teilreaktionen 
' gasammensetzen. ’ W. Schuler c. s. konnte tatsichlich nach- 
| weisen, daB nur iiberlebendes Gewebe von Nebennieren Adrenalin 

gu bilden vermag und nur aus Tyramin, nicht aber aus Tyrosin, 
| Phenylalanin oder Phenylathylamin. Tyramin stellt somit nur 
' cin Zwischenprodukt bei der gesamten Adrenalinsynthese dar, 
'dessen Bildung in einem anderen Organ als der Nebenniere ge- 
‘sucht werden muB. Es war die Aufgabe vorliegender Arbeit, 
' Ort und Mechanismus der Tyraminbildung zu untersuchen. 


;, 
Um mit Gewebsschnitten von Organen eine T'yraminbildung 


nachweisen zu kénnen und in ihren Einzelheiten zu kliren, war 
/ in erster Linie die Ausarbeitung eines quantitativen Nachweises 
' von gebildetem Tyramin in den hier in Frage kommenden kleinen 

Mengen notwendig. Da eine so empfindliche Bestimmungsmethode 


fir Tyramin bisher nicht existiert, haben wir die von uns bereits 
ausgearbeitete Adrenalinbildung aus Tyramin mit iiberlebenden 
Nebennierenschnitten in vitro in Anwendung gebracht, um kleine 


| Tyraminmengen als Adrenalin zu erfassen. 


Zu einer Lésung mit unbekanntem Tyramingehalt (Vollversuch) wurden 
iiberlebende Nebennierenschnitte zugesetzt und nach 2 Stunden Schiitteln 
bei 38° im Thermostaten die Adrenalinmenge im Stufenphotometer bestimmt 
und mit dem Wert eines analogen Versuches ohne Tyramin (Leerversuch) 
verglichen. Der Mehrgehalt an Adrenalin im Vollversuch gegeniiber dem 
Leerversuch laBt bei entsprechenden Versuchsbedingungen auf das Vorhanden- 
sein und die Menge des zugesetzten Tyramins schlieBen. Neben jedem 
Versuch mit einer Lésung unbekannten Tyramingehaltes und mit tyramin- 
freier Lésung lief ein Versuch mit einer Lésung von bekanntem Tyramin- 
gehalt; letzterer bewies die Fihigkeit der Nebennieren zur Adrenalin- 
synthese aus Tyramin. 

2. 

Vorversuche haben vermuten lassen, da iiberlebendes 
Nierengewebe aus Tyrosin Tyramin zu bilden vermag. Um 
diese Vermutung zu beweisen, haben wir zu einer Liésung mit 
bekanntem Tyrosingehalt in schwach alkalischer Reaktion noch 
lebende Nierenschnitte frisch getéteter Meerschweinchen zugegeben 
und bei 38° im Thermostaten geschiittelt. Nach einigen Stunden 
wurde zur Unterbrechung der Reaktion die Lésung aufgekocht, 
filtriert und nach der oben beschriebenen Methode eventuell ge- 
bildetes Tyramin durch Synthese zu Adrenalin als solches be- 
stimmt. Zahlreiche derartig durchgefihrte Versuche 
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haben ergeben, daB iiberlebende Meerschweinchen. 
nierenschnitte tatsachlich imstande sind, Tyrosin zu 
Tyramin zu decarboxylieren, daB also Tyrosin eine 
Vorstufe des Tyramins darstellt. 

Phenylalanin als mégliche Vorstufe fiir Tyramin haben 
wir nicht gepriift, da es nur iiber Tyrosin in Tyramin iibergehen 
kann. Phenylathylamin dagegen kame als Vorstufe fiir Tyramin 
in Betracht, wenn dies auch aus chemischen Griinden unwahr- 
scheinlich ist. Um es mit Sicherheit als Vorstufe fiir Tyramin 
auszuschlieBen, haben wir in gleicher Weise wie oben durch- 
gefiihrte Versuche angestellt unter Zusatz sowohl von Phenyl- 
aithylamin, als auch von Tyrosin. Diese Versuche haben ergeben, 
daB Meerschweinchennierenschnitte, die zur Decarboxylierung von 
Tyrosin fahig sind, Phenylathylamin nicht in Tyramin umzu- 
wandeln vermégen; da8B also Phenylithylamin als Vorstufe 
fir die Tyraminbildung nicht in Betracht kommt. 

Die mégliche Frage, ob auch Lebergewebsschnitte Tyramin, 
sel es aus Tyrosin oder aus Phenylaithylamin, zu bilden vermégen, 
kénnen wir nach entsprechenden Versuchen mit Leberschnitten 
unter Zusatz von Tyrosin bzw. Phenylaithylamin dahingehend 
beantworten, daB Leberschnitte nicht imstande sind, 
Tyrosin oder Phenylathylamin in Tyramin umzuwandeln. 


3. 

Wenn nach diesen Versuchen bewiesen ist, daB Nieren- 
schnitte von Meerschweinchen im Reagenzglase Tyrosin zu Tyramin 
zu decarboxylieren vermégen, so war es unsere weitere Aufgabe, 
die niheren Bedingungen, unter welchen diese Reaktion verliutft, 
zu untersuchen: 

a) Decarboxylierungen sind uns in erster Linie als durch 
Faulnisbakterien hervorgerufene Reaktionen bekannt. Ks war daher 
der Einwand zu entkraftigen, daB Tyrosin durch Faulnisbakterien 
decarboxyliert wird, ein Einwand, der zum Teil schon dadurch 
entkriftigt wird, daB unsere oben beschriébenen, analogen Ver- 
suche mit Leberschnitten, die doch auch Faulnisbakterien hitten 
enthalten miissen, negativ ausfielen. Wir setzten auBerdem 
Nierengewebsschnitten, die durch 2 stiindiges Stehen in physio-, 
logischer Lésung ihre Lebensfahigkeit eingebiiBt hatten, Tyrosin 
zu und lieBen diesen Versuch 48 Stunden bei 38° unter Luft- 
zutritt stehen. Als Beweis eingetretener Faulnis diente der stark 














Tyraminbildung aus Tyrosin mit tiberlebenden Gewebsschnitten usw. 98 





fotide Geruch. Die Lésung wurde nach der schon beschriebenen 
Methode auf eventuell gebildetes T'yramin untersucht. Der Ver- 
such lieB erkennen, daB Faulnisbakterien nicht die Fahig- 
keit haben, Tyrosin zu Tyramin zu decarboxylieren. 

b) Da nach obigen Befunden die Decarboxylierung von T'yrosin 
zu Tyramin an Nierengewebe gebunden ist, war weiterhin zu 
priifen, ob zu dieser Reaktion titberlebendes Gewebe notwendig 
ist. Wir konnten diese Frage dadurch entscheiden, daB wir iiber- 
lebendes Nierengewebe, Nierenbrei und Nierenpulver vergleichend 
verwendeten, Unsere Versuche zeigten, da® weder mit Nieren- 
brei, noch mit Nierenpulver eine Decarboxylierung 
von Tyrosin nachzuweisen war; nur iiberlebende Nieren- 
schnitte vermochten Tyrosin in Tyramin tiberzufihren. 

c) Da iiberlebendes, funktionstiichtiges Gewebe fiir die Decarb- 
oxylierung von T'yrosin notwendig ist, haben wir zu unseren Ver- 
suchen der Decarboxylierung von Tyrosin zu Tyramin mit iiber- 
lebenden Nierengewebsschnitten Sauerstoff zugegeben, um die 
Atemtitigkeit der Gewebszellen sicherzustellen. Wir konnten 
unter diesen Bedingungen aber nur verhialtnismiBig wenig aus 
Tyrosin neugebildetes Tyramin nachweisen. Zur Decarboxylierung 
ist aber kein Sauerstoff notwendig und unter Umstiinden die 
Sauerstoffatmosphire sogar ungiinstig, da ja im Organismus 
Decarboxylierungen von Aminosiuren gerade bei O,-Mangel an 
Stelle oxydativer Desaminierungen treten. So war es naheliegend, 
die Geringgradigkeit der Tyraminbildung aus Tyrosin in obigen 
Versuchen auf zu gute O,-Versorgung des Gewebes zuriickzufihren. 

Wir fihrten deshalb weitere Decarboxylierungsversuche in 
Stickstoffatmosphare durch, wobei die iiberlebenden Zellen infolge 
Sauerstoffmangels binnen kurzer Zeit erstickten. Der vollkommen 
negative Ausfall des Versuches zeigte, daB eine Decarboxylierung 
von Tyrosin nicht stattgefunden hat — ein neuerlicher Beweis, 
daB es sich bei der Decarboxylierung von Tyrosin um eine Funktion 
des atmenden Gewebes handeln muB. Arbeiteten wir aber weder 
in reiner O,-, noch in N,-Atmosphire, sondern stellten 
dem Gewebe gewoéhnliche Luft zur Atmung zur Ver- 
figung, so war die Ausbeute an Tyramin am besten. 

d) Wir gingen nun dazu iiber, neben dem geeigneten Lisungs- 
mittel das p,-Optimum fir unsere Versuche zu ermitteln. Die 
anfinglich verwendete physiologische Lisung nach Krebs konnten 
wir ohne Anderung im Ausfall der Versuche durch Phosphat- 
pufferlésungen nach Sérensen ersetzten, und damit einen 
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beliebigen p,,-Wert einstellen. Die Decarboxylierung von T'yrosin 
bei verschiedener H-Konzentration unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen ergab verschiedene Mengen von jeweils ge- 
bildetem Tyramin: 

Pu- Wert ee he ok ee oe oe 6,8 7,2 7,6 ‘8,0 8,3 


Adrenalinwert aus neugebildetem “ 
Tyramin in mg 0 0,10 0,25 O40 0,25 


Das p,-Optimum fiir die Decarboxylierung von 
Tyrosin liegt bei p, 8,0, also bei alkalischer Reaktion. 

Da die Adrenalinbildung aus Tyramin nach W. Schuler und 
A. Wiedemann’) bei pg 6,8—7,4, also bei neutraler Reaktion optimal 
verliuft, gingen wir von jetzt ab bei unseren Versuchen so vor, daf wir 
die erste Teilreaktion, die Decarboxylierung von Tyrosin durch Nieren- 
schnitte, bei py 8,0 verlaufen lieBen und dann die Lésung fiir die Adrenalin- 
synthese aus Tyramin auf pj, 7,2 pufferten. 

e) Eine weitere Frage war die der optimalen Tyrosin- 
konzentration fir dessen Decarboxylierung. Eine zu hohe 
Konzentration kénnte eine Vergiftung oder mindestens eine 
Schidigung der Decarboxylierungsfihigkeit der Nierenschnitte 
zur Folge haben: 


Konzentration des Tyrosins in mg-°/, . . . 10 20 30 50 
Adrenalinwert wae CC Tyramin 0,1 0,20 0,20 0 


Die Konzentration von 20—30 mg-°/, Tyrosin stellt 
unter unseren Versuchsbedingungen das Optimum fiir 
die Decarboxylierung desselben mit Nierengewebe dar. 

Bei diesen Versuchen tauchte die Vermutung auf, daB das 
bei der optimal verlaufenden Decarboxylierung von Tyrosin neu- 
gebildete T'yramin nicht in optimaler Konzentration fir die 
Adrenalinsynthese vorliegt, da wir das neugebildete Tyramin 
nach Synthese zu Adrenalin als solches bestimmen und da 
W. Schuler und A. Wiedemann?) nachgewiesen haben, daB die 
optimale Konzentration von Tyramin fiir die Adrenalinsynthese 
bei 10 mg-°/, gelegen ist. Wir haben deshalb unsere Decarboxy- 
lierungsversuche mit einer Tyrosinkonzentration von 20 mg-°/, 
durchgefiihrt und dann die Versuchslésung zur Adrenalinsynthese 
mit Phosphatpuffer sowohl auf das Doppelte, als auch auf das 
Dreifache verdiinnt. Als optimale Konzentration des neu- 
gebildeten Tyramins konnten wir die Verdiinnung der 
20 mg-°/, igen Tyrosinlésung nach erfolgter Decarboxy- 
lierung auf das Doppelte mit Phosphatpuffer ermitteln. 
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f) Was die optimale Organmenge betrifft, so zeigte sich 
in unseren Versuchen, daB miBbig groBe Verinderungen der Organ- 
menge nicht imstande waren, die Versuchsergebnisse zu beein- 
flussen. Wir fanden durchschnittlich 900mg Nierengewebe fiir 
15 cem Versuchslisung als giinstig; auch konnte diese Gewebs- 
menge trotz wechselnder GréBe der Meerschweinchennieren in 
allen Versuchen eingehalten werden. Um eine maximale Aus- 
beute an decarboxyliertem Tyrosin zu bekommen, erwies 
sich nach einigen orientierenden Versuchen eine Reaktionszeit 
von 3 Stunden als né6tig. 


4, 


Nach unseren Reagenzglasversuchen mit tiberlebenden Gewebsschnitten 
erfolgt die Adrenalinbildung in der Nebenniere aus Tyramin. Letzteres 
muB der Nebenniere zugefiihrt werden, da sich mit Nebennierenschnitten 
eine Tyraminbildung nicht nachweisen 1iBt. Tyramin wird durch Decarb- 
oxylierung von Tyrosin in der Niere gebildet. Andere Orte fiir die Tyramin- 
bildung aus Tyrosin sind méglich, wurden aber von uns daraufhin noch 
nicht untersucht mit Ausnahme der Leber, die nach unseren Versuchen zur 
Tyraminbildung aus Tyrosin nicht fahig ist. 

Die Leber vermag [nach Untersuchungen von F. Bernheim’) mit 
iiberlebenden Leberschnitten] das auch von uns verwendete physiologische 
\(—)-Tyrosin oxydativ mit Hilfe der Tyrosinase abzubauen, was mit unseren 
Versuchsergebnissen der fehlenden Fiahigkeit der Leber zur Decarboxylierung 
von Tyrosin iibereinstimmt. Derselbe Autor hat durch seine Versuche den 
Nachweis erbracht, das tiberlebendes Nierengewebe nur das unphysiologische 
d(+)-Tyrosin, nicht aber 1(—)-Tyrosin mit Tyrosinase abzubauen vermag. 
Auch dieser Befund deckt sich mit unseren Versuchsergebnissen, wonach 
|(—)-Tyrosin in der Niere zu Tyramin decarboxyliert wird. 

Da8 Tyrosin in der Leber durch Tyrosinase abgebaut, in der Niere 
aber decarboxyliert wird, entspricht dem Verhalten von Histidin, das nach 
8. Edlbacher’) in der Leber durch Histidase abgebaut wird, wiihrend es 
in der Niere zu Histamin decarboxyliert wird. Die von 8. Edlbacher und 
J. Kraus’) geiuBerte Annahme, da8 der normale Weg im intermediiren 
Stoffwechsel des Histidins zu Histamin fiihrt und der Abbau in der Leber 
nur der Zerstérung iiberschiissigen Histidins dient, kann auch hypo- 
thetisch auf Tyrosin iibertragen werden: 

Ein normaler Weg im intermediiren Stoffwechsel des Tyrosins fiihrt 
zu T'yramin, da dieses auf Grund unserer Versuche fiir die Adrenalinsynthese 
in Ger Nebenniere bereitgestellt werden mu8; auBerdem diirfte Tyrosin fiir 
die ‘Phyroxinsynthese im Organismus notwendig sein, was wir zu beweisen 
versuchen werden. Der Tyrosinabbau in der Leber wiirde der Zerstérung 
iberschiissigen Tyrosins dienen. 

Die Fahigkeit der Niere, aus Histidin Histamin (S. Edlbacher e. s,) 
und aus Tyrosin Tyramin zu bilden, weist auf ihre bedeutungsvolle inter- 
mediire Stoffwechseltitigkeit im Sinne der Bildung biogener Amine hin. 
Die Niere scheint Tyrosin einmal durch Desaminierung [H. A. Krebs’)], 
fernerhin durch Decarboxylierung (W. Schuler e. s.) unter Bildung von 
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Tyramin abbauen zu kénnen. Diese beiden Reaktionen diirften untereinande; 
in einem Gleichgewicht stehen und, nach unseren Versuchen zu schlieBen, 
von der O,-Versorgung der Niere abhingig sein. Sauerstoffmangel begiinstigt 
die Decarboxylierung und damit die Tyraminbildung. ; 

Die pharmakologische Bedeutung, die den biogenen Aminen im Orga 
nismus zugesprochen wird, lift Beziehungen zur Nierenpathologie ver. 
muten. So glauben H. A. Heinsen und K. Wolf!!!) bei nephrogen be 
dingtem Hochdruck vermehrt Tyramin im Blut nachgewiesen zu haben, was 
jedoch durch H. Robbers'*) keine Bestitigung fand. Wir konnten mit 
unserer Methode des Tyraminnachweises weder im Serum kranker mit 
blassem Hochdruck, noch in der operativ unterbundenen Niere von Meer. 
schweinchen mehr Tyramin nachweisen, als im Serum gesunder Menschen, 
bzw. in der nicht unterbundenen Meerschweinchenniere. Da diese Versuche je- 
doch nur orientierende waren, méchten wir sie nicht als maBgeblich bewerten, 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir die 
Unterstiitzung bei dieser Arbeit unseren verbindlichsten Dank aus. 


Versuchsteil. 
I. Ermittlung der Vorstufe des Tyramins. 
a) Bei Verwendung von tiberlebendem Nierengewebe. 


Ansitze A: Je 900 mg Meerschweinchen-Nierenschnitte in 15 ccm 
Phosphatpufferlésung py 8,0; I ohne Zusatz, Il mit 8 mg Tyrosin, III mit 
3 mg Phenylithylamin. Nach 3 Stunden Schiitteln bei 38° im Thermostaten 
wurden die Lésungen aufgekocht, filtriert und auf py 7,2 gebracht, sodann 
mit Nebennierenschnitten versetzt = Ansitze B. Darauf erneut 2stiindige 
Reaktion im Thermostaten und Bestimmung des Adrenalingehaltes nach 
Folin. Neben jedem Versuch lief ein soleher, der die Faihigkeit der Neben- 
nieren zur Adrenalinsynthese aus Tyramin bewies, welcher jedoch im 
folgenden der Einfachheit halber nicht aufgefiihrt wird. 





























Ansitze B. 
— Organ- | Tyramin- Adrenalin 
Vers.-Nr. , 8 menge zusatz Gus | Sanahme 

cem mg mg mg-°/, mg-°/, 
la =| Lg. I: 2,5 o |. “ee 
ib » ao 60 0,25 1,88 0,75 
2a , as 60 se 1,85 ame 
2b IL: 2,5 60 a 1,75 0,40 
3a » I: 25 60 a 1,88 joe 
3b » mw: BB 60 — 1,83 — 














b) Bei Verwendung von tiberlebendem Lebergewebe. 


Ansitze A: Je 900 mg Meerschweinchen-Leberschnitte in 15 ccm 
Krebslésung mit den gleichen Zusitzen wie oben. 
Behandlungen der Ansatzlésungen wie bei Ia). 
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Ansatz B. 





Orean- | Tvramin- Adrenalin 
\ Nr Lésung oa re zusatz 
s.-Nr. ange zusatz : 
8 Gehalt Zunahme 

eem mg mg meg-°/) mg-°?/, 
la Leg. I: 2.5 160 1,34 -~ 
b a) ee ae 160 0,25 1,65 0,31 
c ao 1: 3S 160 1,40 0,06 
d 4 anet 25 160 1,35 —_ 














II. Versuche zur Tyraminbildung mit Nierenbrei und Nierenpulver. 


Die Nieren wurden den Tieren sofort nach der Tétung entnommen: 
a) mit dem Messer zu feinem Brei zerhackt, b) zerkleinert und mit Ather 
und Aceton getrocknet und zu Pulver zerrieben. 

Ansitze A: Je 900 mg I Nierenpulver, II Nierenbrei, III Nieren- 
schnitte in 15 eem Phosphatpufferlésung p,;, 8,0 und jeweils a) ohne Zusatz 
und b) mit 3 mg Tyrosin. 





Behandlung der Lésungen wie bei Ia). 


Ansitze B., 





Vers.-Nr. 





Lésung 
cem 
La: 2,5 
rm Ib: 2,5 
»» meet 3S 
«. - eee 25 
— Ce 


2 
» ILIb: 2,6 


Organmenge 
mg 


25 
95 


30 
dU 
30 
30 








Adrenalin 
Grehalt Zunahme 
mg-°/, mg-°/, 

1.90 

1.90 

1.65 

1,70 0.05 
1,08 —— 
1,38 0,30 


III. Autolyse von Nierengewebe unter Tyrosinzusatz. 
Ansitze A: Je 900 mg Nierenschnitte in 15 cem Phosphatpuffer p,, 8,0; 
| ohne Zusatz, IL mit 3 mg Tyrosin, das erst nach 2stiindigem Stehen der 
Nierenschnitte zugesetzt wurde. Beide Versuche 48 Stunden unter Luftzutritt 


bei 388° im Thermostaten. 


Aufkochen und Filtrieren der Lésungen. 


Nach 


Zugabe von Nebennierenschnitten 2stiindige Reaktion im Thermostaten und 
Bestimmung des Adrenalingehaltes nach Folin. 


Ansitze B. 





\ ers.-Nr. 





Lésung 
cem 
Leg. I: 2,5 
~ _as 


23 
o mar 25 


Organmenge 


mg 
30 
30 


30 
30 
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Adrenalin 
Gehalt Zunahme 
mg-°/, mg-°/, 

1,10 — 
1,18 0.08 
1,00 a 
1,05 0.05 


-1 
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Vor der Behandlung mit Nebennierenschnitten wurden die Lésungoy 
auf py 7,2 gebracht, bei den Versuchen 1c und 1d gleichzeitig im Ver 
hiltnis 1:1 mit Phosphatpuffer verdiinnt. 


IV. Tyraminbildung unter Stickstoff- und Luftatmosphare. 

Ansiitze A: Je 900 mg Nierenschnitte in 15 cem Phosphatputier 
pu 8,0; I ohne Zusatz, II mit 3 mg Tyrosin. 

a) unter Stickstoffatmosphire, b) unter Luft. Behandlung der Ansatz- 
lésungen wie bei Ja), sodann auf py 7,2 gepuffert. 


Ansitze B. 








Adrenalin 
eo Loésung Organmenge 
ores Gehalt Zunahme 
.@ y 0 0 
ecm mg me-"/o mg-°/, 
la Lsg. La: 2,5 25 0,30 ~ 
b » aaa es 25 0,30 — 
2a » ser 3s 30 0,35 — 
b » mea: 3,5 30 0,35 
3a » “oo: 2s 20 0,25 — 
b » mor 85 4 20 0,75 0,50 








V. Ermittlung des optimalen p,,-Wertes 
fiir die Decarboxylierung von Tyrosin in der Niere. 
Ansiitze A: Je 900 mg Nierenschnitte in 15 cem Phosphatputter von 
verschiedenem p;;; I ohne Zusatz, II mit 3 mg Tyrosin. 
Behandlung der Ansatzlésungen wie bei La). 


Ansitze B. 





Liésung ss ea Organmenge oe 
Vers.- Nr. . ' fiir Decarb- | . Gehalt | Zunahme 
ecm oxylierung mg mg-°/, mg-°/ 
la lag. 1: 2,6 6,8 35 0,75 : 
b , Sas 6,8 35 0,75 — 
23 ~~ as 7,2 30 1,33 _ 
b » 8h 7,2 30 1,43 0.10 
3a » ar*sS 7,4 40 0,88 
b « wae 7,4 40) 1,05 0,17 
4a » 2s 7,6 35 1,25 — 
b » cas 7,6 35 1,50 0,25 
da - I: 2,5 7,6 40 0,55 — 
b » 28s 7,6 40 0,80 0,25 
6a » 2s 8,0 30 1,33 — 
b » «oat a 8,0 30 1,75 0,42 
Ta » 2p 8,0 30 0,85 _ 
b , meres 8,0 30 1,25 0,40 
Sa I: 2,5 8,3 30 1,18 a 
b it: 2.5 3 1,43 
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VI. Ermittlung der optimalen Tyrosinkonzentration 
fiir die Decarboxylierung von Tyrosin in der Niere. 


Ansa&tze A: Je 900 mg Nierenschnitte in 15 cem Phosphatpuffer 
p;, 8,0; I ohne Zusatz, II mit verschiedenen Mengen von Tyrosin. 


Behandlung der Ansatzlésungen wie bei Ia). 


Ansiitze bh. 








Ls 0 Tvrosin- Adrenalin 
. osung rganmenge Deaadieiel. 
s.-Nr. : © konzentr. , 
Ver bene Gehalt Zunahme 
cem mg mg-°/, mg-°/, mg-°/, 
la Lsg. I: 2,5 40 10 1,38 —- 
b ~~ sar ee 40) 10 1,43 0,10 
2a " i: 25 30 20 1,18 is 
b ~ me BS 30 20 1,43 0.25 
3a » 52 3 40) 20 0,45 — 
b ~« 2: 26 40 20 0,80 0,35 
4a - i: 25 25 30 1,45 - 
b » 2: 38 25 30 1.65 0.20 
Da - bs 3S. 30 50 0,75 — 
b « meas 30 50 0,75 
Ha - i: 2,5 40 50 1,23 — 
h « mat aD 40 50 1,23 














VII. Versuche zur Erzielung einer besseren Adrenalinausbeute 
durch Verdiinnung der decarboxylierten Tyrosinlésung. 
Ansiitze A: Je 900 mg Nierenschnitte in 15 cem Phosphatpuffer 
py 8,0; I ohne Zusatz, II mit 3 mg Tyrosin. 


Behandlung der Ansatzlésungen wie bei Ia), nach dem Filtrieren und 
der Verminderung des p,;-Wertes der Ansatzlisungen auf py, 7,2 wurden 
die Lésungen jeweils im nachfolgend angegebenen Verhiiltnis mit Phosphat- 
puffer (py 7,2) verdiinnt. 


Ansiitze B. 





Lésung en Organmenge essen 
Vers.-Nr. ~~ [d.deearboxyl| “°° * | Gelade |Sunebane 
ecm Losung mg mg-°/, mg-°/, 
La Lsg. I: 2,5 fi 40 0,90 — 
b » meas 1:1 40 1,43 0,53. 
2a ” I: 2,5 Pe] 60 1,05 — 
b » mera aes 60 1,50 0.45 
al ~ (a: a 1:2 40 0,50 — 
b » mre 1:4 40 0,65 0,15 
ta ‘i I: 2.5 1:2 60 1,20 i 
b » i: 25 1:2 60 1,33 0,13 
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VIII. Ermittlung der optimalen Versuchszeit 
fiir die Decarboxylierung von Tyrosin in der Niere. 


Ansiitze A: Wie unter VII. 


Ansitze B. 





Lé 0 Versuchszeit Adrenalin 

, ; dsung reanmenge | ¢ 2 

Vers.-Nr. 8 © ©*| f. Ansatz A . , 

Gehalt | Zunahme 
eem mg Stunden mg-°/, mg-° 

la Leg. I: 2,5 140 2 1.65 ais 
b ~ 222-22 140 92 2,0 0.3) 
2a » 2: 25 40 2 0,55 ~ 
b » 2235 4() 2 0,80 0,25 
3a - i: 25 35 3 1,25 
b ~~ 2.2 2s 35 3 1,50 0.2 
ta " [: 2,5 40) 3 0,45 - 
b ,» es 40 3 0,80 0,35 














IX. Untersuchung des Blutserums 
von Kranken mit blassen und roten Hochdruck auf Tyramin. 


Das zu untersuchende Serum wurde vor dem Versuch mit H,O ver 
diinnt und mit Uranylacetat (1,55°/, ig) enteiweibt (1 Teil Serum, 3 Teile H,0. 
1 Teil Uranylacetat). Das Filtrat wurde im Vakuum bis auf einige ccm 
eingeengt und dann mit Phosphatpufter (p,, 7,2) bis zur urspriinglichen Menge 
des verwendeten Serums aufgefiillt. Das so vorbereitete Serum wurde it 
Nebennierenschnitten versetzt, um das im Serum eventuell vorhandene 
Tyramin nach unserer Methode in Adrenalin iiberzufiihren und als sole lies 
nach Folin bestimmen zu kénnen. 





’ Organ- |'Tyramin- Adrenalin 
Vers.- Losung Picci ‘dea a lie 
Nr. ee leis _— Gehalt Zunahme 
ecm mg mg mg-°/, mg- 
la Phosph.-P. 
2,0 — 25 0,02 — 
b Serum Blasser 
2,5 Hochdruck 25 —- 0,35 0,33 
c Serum Roter 
2,5 Hochdruck 25 — 0,33 0,51 
dl Serum 
2,5 Desgl. 25 0,25 1,60 1,58 
2a Phosph.-P. 
2,5 _ 25 _ 0,30 
ly Serum Blasser 
2,5 Hochdruck 25 -- 0,35 0,0: 
c Serum 
2,5 Gesund 25 ~ 0,30 0) 
d Serum 
25 Desgl. 25 0,25 0,70 0,4 















































im 






me 





aminbildung aus Tyrosin mit iiberlebenden Gewebsschnitten usw. 10] 


xX. Unterbindung der Nierengefa8e beim lebenden Meerschweinchen und 
Untersuchung der Nieren auf vermehrt gebildetes Tyramin. 


Bei einem jungen, kriiftigen Meerschweinchen wurde in Athernarkose 
linke Niere durch einen etwa 5 em langen, seitlichen unter der letzten 
Rippe gelegenen Schnitt freigelegt. Der GefiaBstiel wurde aufgesucht und 
mit einem Seidenfaden etwa '/, em vor dem Eintritt in die Niere fest ab- 
cepunden. Darauf Versorgung der Wunde. Das Tier wachte kurz nach 
der Operation aus der Narkose auf und war einige Stunden darauf wieder 
in tadelloser Verfassung. 48 Stunden nach der Operation wurde das ‘Tier 
setitet, beide Nieren entnommen und in diinne Schnitte geschnitten. Um 
etwa gebildetes Tyramin in Lésung zu bringen, wurden die Schnitte beider 
Nieren getrennt in Phosphatpufferlésung (p;,; 7,2) suspendiert und bei 38° 
3 Stunden geschiittelt. Die Versuchslésungen wurden dann aufgekocht und 
filtriert, mit Nebennierenschnitten versetzt und nochmals 2 Stunden bei 38° 
unter Sauerstoff geschiittelt, um eventuell in den Lésungen enthaltenes 
Tyramin nach unserer Methode zu Adrenalin zu synthetisicren und als 
solehes nach Folin zu bestimmen. 


Ansitze A: Je 900 mg Nierenselinitte in 15 cem Phosphatputfer: 
| nicht unterbundene Niere, II unterbundene Niere. 


Ansitze B. 














Adrenalin- 
Tenn Me. Losung Organmenge 
Gehalt Zunahme 
cem mg mg-°/,, mg-°/) 
la Lsg. I: 2,5 70 1,70 ~— 
lb « sar 2s 70 1.65 0.05 
Zusammenfassung. 


. Es ist g gen, mit iiberlebenden Gewebszellen unter 
1. Es ist gelungen, mit iiberlebenden Gewebszell t 
physiologischen Bedingungen im Reagenzglas T'yrosin zu 'Tyramin, 
der Vorstufe des Adrenalins, zu decarboxylieren. 

2. Die Decarboxylierung von Tyrosin zu ‘'yramin gelingt mit 
Nierengewebe, nicht mit Lebergewebe. 

3. Zur Decarboxylierung von Tyrosin zu Tyramin ist iiber- 
ebendes Geweb die vitale Zellfunktion, notwendig. Die 
lebendes Gewebe, also die vitale Z ? 
Tyraminbildung in unseren Versuchen beruht nicht auf einer 
bakterienwirkung. 

4, Muttersubstanz fiir das Tyramin ist Tyrosin; Phenylithyl- 
‘min wird nicht in Tyramin umgewandelt. 

5. Die Decarboxylierung des Tyrosins erfolgt am besten bei 
seringer Sauerstoffversorgung des Nierengewebes. Bei zu guter 
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Sauerstoffversorgung tritt an Stelle der Decarboxylierung wair- 
scheinlich oxydative Desaminierung. 

6. Die optimalen Bedingungen fiir die Decarboxylierung yon 
Tyrosin in vitro sind: 900mg iiberlebende Nierenschnitte, 15 ccm 
Phosphatpufferlésung, p,, 8,0, Tyrosinkonzentration 20 mg-’ 
Temperatur 38°, Reaktionszeit 3 Stunden, Luftatmosphire. 

7. Die Fihigkeit von Nierengewebe zur Tyraminbildung, wie 
iiberhaupt zur Bildung biogener Amine und die Abhingigkeit de: 
Tyraminbildung von der Sauerstofiversorgung der Gewebsschnitte 
diirften fiir die Nierenpathologie bedeutungsvoll sein. 

8. Auf Grund unserer Untersuchungsergebnisse setzt sich die 
gesamte Adrenalinsynthese aus zwei in verschiedenen Organen ab- 
laufenden Teilreaktionen zusammen: 

1. der Decarboxylierung von Tyrosin zu Tyramin in der 
Niere und 
2. der Adrenalinbildung aus ‘yramin in der Nebenniere. 
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Uber die Carotinoide und die Bildung von Jonon 
in Trentepohlia 
nebst Bemerkungen iiber den Gehalt dieser Alge an Erythrit. 


(Carotinoide der Sii®wasseralgen, II. Teil.) 


Von 
Josef Tischer. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir Pflanzenernihrung der Landw. Abt. 
der Prager Deutschen Technischen Hochschule in Tetschen-Liebwerd.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. August 1936.) 


Die goldgelben Farbstoffe der Trentepohlia (,,Veilchenmoos”, 
..Veilchenstein) werden in der botanischen und_ physiologischen 
Literatur. seit Cohn?!) als Himatochrom bezeichnet?). Zopf?) 
erklirte jedoch das ,,Himatochrom™ als emen Sammelbeegriff, 
da die Farbstoffe der Felsenalge Trentepohlia iolithus und des 
Hiimatococcus pluvialis, die Cohn beide Hamatochrom nannte, 
1 ihrem chemischen und physikalischen Verhalten sich sehr 
voneinander unterscheiden. Wiahrend es dem = Verfasser*) vor 
kurzem gelungen ist, die Hauptkomponente des Hiamatochroms 
einer roten Kuglene als ein Gemisch zweier verschiedener Ester 
des Carotinoidketons ,,Kuglenarhodon*™ zu identifizieren, wird im 
foluenden dargetan, daB das Himatochrom der Trentepohlia 
im wesentlichen ein Gemisch von «- und /-Carotin dar- 
stellt. In sehr zuriicktretenden Mengen fanden sich 
die beiden Xanthophylle Lutein und Zeaxanthin vor. 
in drittes Carotinoid, das mit Salzsiure eine Blaufarbung gibt, 
kommt in derart geringer Menge vor, daB eine Identifizierung 
nicht méglich war. Es ist anzunehmen, daB die beiden in grimen 
Pflanzen weit verbreiteten Xanthophylle als bBegleitfarbstoffe 

!) Arch. mikrosk. Anat. 3, 44 (1867). 

*) Beziiglich der Literatur iiber das Hamatochrom sei auf K. Boresch 
verwiesen. Handbuch d. Pflanzenanalyse, herausgeg. v. G. Klein, 3, 1393 
1932), 

%) Biol. Zbl. 15, 417 (1895). 
4) J. Tischer, Diese Z. 289, 257 (1936). 
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des Chlorophylls den Chromatophoren der Alge angehéren, wid 
ebenso dirfte ei geringfigiger Teil der beiden Carotine dor 


lokalisiert sem. Die Hauptmenge derselben muB jedoch dem so- 
genannten Hamatochrom der Trentepohlien angehéren, das. sic 
als ein Gemisch von «- und /-Carotin im beilaufigen Verhiiltnis 
30: 70 erwies. 


Schon vor mehr als 40 Jahren hat Zopf*) die Farbstoffe verschiedene: 
Trentepohlien als ein ,,Gelbes Carotin’’ aufgefaBt, das nach Krystallform, 
Loéslichkeitsverhaltnissen, chemischem und spektroskopischem Verhalten dem 
Mohrencarotin nahesteht. Nach seiner Beschreibung ist es jedoch nicht wie 
in der Méhrenwurzel an Chromoplasten gebunden, sondern in Fetttrépfehen 
gelést und kénnte den ,,Chlorophoren*: als den Statten seiner Bildung ent. 
stammen. Bamberger und Landsied|!*) erhielten die Farbstoffe aus Trent: 
pohlia iolithus nicht krystallisiert, sondern als eine rubinrote, klare Masse. 
die mit konzentrierter Schwefelsiure eine intensive Blaufarbung gab. 

In der vorliegenden Abhandlung wird iiber die Carotinoide 
dreier ‘l'rentepohlia-Arten berichtet, und zwar der Tr. iolithus, 
Tr. umbrina und Tr. aurea, deren Untersuchung ich auf Anregung 
des Institutsvorstandes, Herrn Prof. Dr. K. Boresch auch i» 
Hinblick auf den genetischen Zusammenhang des bei Trentepohlien 
auftretenden Jonongeruches mit ihren Farbstoffen vorgenommen 
habe. Die Speziesbestimmung dieser Algen verdanke ich Herrn 
Dr. H. Hardtl, Tetschen-Liebwerd. 


I. Trentepohlia iolithus. 


Einsammlung. Diese in kleinen Mengen ziemlich verbreitete, nach 
Veilchen riechende’) Felsenalge findet sich in gréBeren Kolonien im Riesen- 
gebirge, ferner auch am Kleisberge bei Réhrsdorf in Nordbéhmen, jedoch nicht 
in ausreichender Menge fiir eine chemische Untersuchung. In groBen Massen 
kommt sie in den Alpen vor. Besonders ergiebige Standorte finden sich am 
Nordabhang des GroBvenedigers 8). Im oberen Sulzbachtale, zwischen Rosen- 
thal und der Berndlalm, sammelte ich die Alege Ende Juni 1935 ein. Sie bildet 
dort auf Felsblécken geschlossene, mennige- bis rostrote Uberziige, die nahezu 
frei von anderen Organismen sind. Das Ablésen der Alge von dem Gestein 
bot Schwierigkeiten. Relativ am leichtesten war sie von den Granit- und 
Quarzblécken an den Ufern des Sulzbaches loszubringen. Ein kleiner Teil 
des Materials lieB sich mit einem Spatel ablésen, die Hauptmenge habe ich 
mit Draht- und Stahlbiirsten von den Felsen entfernt. Vor dem Abbiirsten 
wurden vereinzelt in die Trentepohliarasen eingestreute Moose und Flechten 


°) Beitrage zur Physiologie u. Morphologie niederer Organismen. Heft 1, 
30 (1892). 

6) Mh. Chem. 21, 571 (1900). 

“) W. Zopf, a.a. O. [°)] bezeichnet den Geruch als mohrriibenartig. 

5) Herrn Dr. R. Neseni, Tetschen-Liebwerd, der mich auf dieses V: 
kommen aufmerksam machte, gebiihrt mein aufrichtiger Dank. 
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‘ie durch Zugabe von festem Ammoniumsulfat beseitigt wurden. 
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faltig entfernt. Da die Alge von dem zerstiubten Wasser des reiBenden 
\\‘ldbaches, der vielfach auch die roten Algeniiberziige bespiilte, durch- 
feuchtet war, wurde sie zundichst an Ort und Stelle an der Luft getrocknet. 
innerhalb von 6 Tagen eingesammelte Materialmenge, die etwa 1 kg 
lrockensubstanz entsprach, wurde wahrend des Transportes in dichtschlieBenden 
Biichsen tiber Calciumchlorid aufbewahrt. Im Laboratorium wurde sie in 
Vakuumexsiccatoren tiber Chlorcalcium im Dunkeln weiter getrocknet. Dabei 
nam ein GroBteil des mit den Stahlbiirsten von den Felsen abgetrennten 
\lvenmaterials innerhalb weniger Tage einen graugriinen Farbton an. Die 
mit dem Spatel abgehobenen Thallusstiicke, deren Zellen keiner so starken 


mechanischen Einwirkung ausgesetzt waren, behielten im Exsiccator lange 
Zeit ihre rote Farbe, doch ergriinten auch sie binnen weniger Tage, wenn sie 
in der Reibschale zerrieben wurden. Diese mit dem Absterben einhergehende 
Farbanderung ist bekannt und beruht auf einer raschen Zersetzung der gelben 
Farbstoffe. 

Extraktion. Als ich das Ergriinen der Algen wahrgenommen hatte, 
wurde das noch unveranderte Material von dem teilweise ergriinten méglichst 
vesondert. Beide Partien wurden in einer Porzellankugelmiihle fein gemahlen 
und das aus den noch roten Algen erhaltene Pulver in groBen Extraktions- 
apparaten (1'/, und 3 Liter) mit Benzin vom Siedep. 30—40° extrahiert. 
Die zum Teil ergriinte Partie wurde in groBen Pulverglisern mit Athylather 
iiberschichtet, der sich tief rotbraun anfarbte, und unter Stickstoff aufbewahrt. 
Weil das einige Tage mit Benzin ausgelaugte Material bei der mikroskopischen 
Kontrolle noch viele mit Farbstoff erfiillte Zellen erkennen lieB, wurde es 
anschlieBend gemeinsam mit dem mit Ather iiberschichteten Algenanteil 
einige Wochen hindurch mit Ather extrahiert. Aber auch der Athylather léste 
nicht alle gelben Farbstoffe heraus. Deshalb wurde schlieBlich noch eine 
Extraktion mit Aceton bis zur Erschépfung angeschlossen. 

Der Benzinextrakt wurde im Stickstoffstrom auf etwa 1 Liter 
eingeengt und bis zur Aufarbeitung im Kihlschrank unter CQO, 
aufbewahrt (Kxtrakt I). Beim Einengen ging ein wenig Farbstoff 
mit in die Vorlage ber, eine Erschemung, die auch wahrend der 
weiteren Aufarbeitung 6fter beobachtet wurde. Der iibergegangene 
l'arbstoff zeigte verschwommene Absorptionsbanden (483, 449 my 
1 Benzin). Die Atherextrakte waren viel dunkler rotbraun als 
die Benzinauslaugungen. Die Hauptmenge des Lésungsmittels 
wurde auch hier im N-Strom abdestilliert und der Rest im Vakuum 
entfernt. Der dunkel braunrote, dlige Rickstand wurde mit 
Benzin vom Siedep. 30—50° aufgenommen (Extrakt Il). Dabet 
hlieben klebrige Harze ungelést, die mit Schwefelsiure keine 

ro ov 
blaufairbung gaben. Der Acetonauszug wurde unter vermindertem 
ruck emgeengt und die Carotinoide nach Zusatz von Wasser 
Benzin (Siedep. 70—80°) whergefiihrt. Beim Herauswaschen 
des Acetons aus der Benzinphase traten lastige Emulsionen auf, 
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Auch schied sich ein rotviolettes, alkohollésliches, harziges Prodiki 
aus, das keine Carotinoide enthielt. Die mit wasserfreiem Natrium.- 
sulfat getrocknete, hochsiedende Benzinlésung wurde im Vakuim 
unter Stickstoff eimgedampft, der 6lige braune Riickstand jj 
wenig Benzin (Siedep. 30—50°) aufgenommen und mit 2 Litery 
Benzin (Siedep. 20—30°) verdiinnt. Dadurch schieden sich noch, 
weitere harzige Begleitstoffe aus. Nach laingerem Stehen unter 
CO, wurde die Lésung eingeengt (Extrakt IIT). Bei einem Ver- 
selfungsversuch mit dem abgetrennten Harz trat ein Gerucl, 
nach Isovalerianséiure auf. 

Erythrit. Bei der Extraktion der Algen mit Ather, noch reich- 
heher bei der Auslaugung mit Aceton hatten sich an den Wan- 
dungen der Extraktionskolben und an den zur Verhinderung eines 
Siedeverzuges eingebrachten Bimssteinstiickchen zuniichst  briiun- 
liche, dann weiBe, dicke, krystallinische Krusten abgeschieden. 
Diese wurden, wie im folgenden beschrieben wird, als Erythrit 
identifiziert. Den frei vorkommenden Erythrit in Trentepoblia 
iohthus fanden bereits Bamberger und Landsied] [a. a. 0.*)), 
machten aber keine Angabe iiber die darin enthaltene Menge. 
Ich konnte diesen 4wertigen Alkohol sowohl in dieser Alge, als 
auch in der in Nordbéhmen eingesammelten Tr. umbrina und 
Tr. aurea feststellen. Der Gehalt der Algentrockensubstanz 
an Krythrit ist bei Tr. iolithus und Tr. umbrina ungefahr gleich, 
bei jener betraigt er 1,39/,, bei dieser 1,37°/, 

Um die abgeschiedenen Krystallkrusten von gefarbten Begleitstoffen 
zu befreien, wurden sie zerrieben und mit Benzin extrahiert. Nach Umkrystalli- 
sieren aus Aceton tetragonale Prismen vom Schmelzp. 118—119°C. Durch 
Wiederholung dieser Reinigung stieg der Schmelzp. auf 120° (korr.). Zum 
drittenmal aus abs. Alkohol umkrystallisiert Schmelzpunkt unverandert. 
N-frei; schwach siiBer Geschmack. 


28,790 mg Subst.: 41,476 mg CO,, 21,310 mg H,O. 


C,H,,0, (Mol.-Gew. 122,1) Ber. (© 39,32 H 8,26 
Gef. .. 39,29 ». 8,28. 


Kin mit einem von Kahlbaum bezogenen, frisch umkrystallisierten 
Erythrit (Schmelzp. 120°) durchgefiihrter Mischungsschmelzpunkt ergab keine 
Depression. 1,43 g Erythrit aus Trentepohlia iolithus wurde nach Lésen in 
4,3 com Salzsaiure (spez. Gew. 1,19) durch Schiitteln mit 2,86 g Benzaldehyd 
in Dibenzalerythrit tibergefiihrt. Dieser wurde mit Wasser gewaschen und 
einmal aus etwa 900 ccm Alkohol umkrystallisiert. Die schneeweiBen Nadeln 
schmolzen bei 202°(korr.). E. Fischer ®) gibt fiir Dibenzalerythrit den Schmelz- 
punkt 201—202° (korr.) an. Ausbeute: 2,6 g = 76°/,. Aus etwa 800 g Trocken- 


substanz der Tr. iolithus wurden 10,5 ¢ Erythrit erhalten, das sind 1,3° 


®) Ber. chem. Ges. 27, 1535 (1894). 
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Der Erythrit gibt eine ahnliche Farbenreaktion wie Bernsteinsaure; beim 
Krwirmen mit Resorcin und konzentrierter Schwefelsaure entsteht eine tief- 
rote Farbung, die beim Verdiinnen mit Wasser braunrot wird. Neutralisiert 
man die Lésung nach dem Erkalten mit Ammoniak, so farbt sie sich zunachst 
braungelb, bei weiterem Ammoniakzusatz bis zur alkalischen Reaktion aber 
wieder braunrot und weist eine starke, griine Fluorescenz auf. 

Reindarstellung der Carotine. Diese gestaltete sich schwierig, 
weil alle drei Extrakte ungemein viele farblose, harzige und odlige 
Begleitstoffe enthielten, deren Abtrennung nur allmahlich gelang. 
Auf Grund einiger Vorversuche erwies es sich als zweckmabig, 
munichst die Hauptmenge der Begleitstoffe auf adsorptivem Wege 
mi entfernen. Aus dem roten Benzinextrakt I bheben bei der 
Adsorption an Aluminiumoxyd im obersten Teil des Rohres viel 
mibfarbige Begleitstoffe haften. AnschlieBend bildete sich zu- 
iuichst eme braunorangefarbene Zone aus, die von der ‘Tonerde 
stark festgehalten wurde, darunter entstanden noch zwei orangerot 
sefirbte Zonen. Der in Benzin iibergefithrte Atherauszug (Ex- 
trakt II) enthielt noch viel mehr Begleitstoffe und Zersetzungs- 
produkte, die etwa die Hialfte des Adsorptionsrohres erfillten. 
AuBerdem enthielt diese Partie etwas Chlorophyll, das ebenfalls 
in der oberen Halfte des Rohres adsorbiert wurde. Im unteren 
Teil bildeten sich die gleichen drei Zonen aus wie bei [. Bei der 
Adsorption des Extraktes III (Benzinlésung des Acetonextraktes) 
entstanden unter emer grinlichgelben oberen Schichte, die keime 
Carotinoide enthielt, drei griine Chlorophyllzonen und darunter 
wiederum die drei orangeroten Zonen wie bei | und Il. Die Haupt- 
menge der Carotinoide fand sich bei allen drei Extrakten in der 
wutersten orangeroten Zone und lief sich durch Nachwaschen 
nit Benzin (Siedep. 70—80° C) leicht in das Filtrat tberfiihren. 
Durch anhaltendes Nachsaugen von Benzin konnten auch die 
arbstoffe der mittleren orangeroten Zone herausgewaschen 
werden. Sie wurden getrennt aufgefangen. Die Substanzen der 
oberen braunroten Zone wurden nach Abtrennung der mibfarbenen 
und chlorophyllhaltigen Schichten mit Benzin und absolutem 
Alkohol eluiert. 

Die ersten getrennt aufgefangenen Filtrate, enthaltend die 
l‘arbstoffe der untersten Zone aus den Extrakten I, Il und III 
zeigten im GittermeB-Spektroskop nach Lowe-Schumm in 
benzin (Siedep. 70—80°) gleiche Absorptionsbanden | Maxima: 
81,5, 449 (422) mu]. Bei der Verteilungsprobe zwischen Benzin 
(—80°) und 90- bzw. 95°/jigem Methanol ging aus I kein, aus 
‘| und III nur sehr wenig Farbstoff in die Unterschicht. Die 
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Carotinoide dieser Filtrate zeigten bereits eine gewisse Neiguiy 
zur \Xrystallisation, wurden aber zunichst zwecks weiterer Reiii- 
gung in homogener Lésung waihrend 15 Stunden bei 36° 4)\)1 
5°/jiger athylalkoholischer Kalilauge behandelt. Das aus I stain. 
mende Filtrat wurde fiir sich, die aus II und IIL herrithrendey 
Anteile gememsam verseift. Zur Kntmischung wurde 1/, (es 
Volumens der alkoholischen Kalilauge an Wasser zugesetzt. [ie 
alkoholisch alkalisehen Schichten, deren Aufarbeitung gemeinsai 
besprochen wird, farbten sich orange, die Benzinschichten bliehen 
tief rotorange. 

Die Benzinsebichten wurden wiederholt mit 80°®/jigem 
Athylalkohol ausgeschiittelt; dabei firbte sich der Alkohol zwar 
immer schwacher an, war aber selbst nach 10maliger Wiederholung 
noch deutlich gelb gefarbt. SchlieBlich wurde die Benzinlésung 
mit destilhertem Wasser bis zur neutralen Reaktion des Wasch- 
wassers gewaschen, filtriert, iiber wasserfreiem Natriumsulfat 
unter CO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. 
Durch Adsorption an Aluminiumoxyd konnten noch viele farblose 
Begleitstotfe abgetrennt werden, die sich in einer obersten, hell- 
orange gefairbten, kurzen Zone angereichert hatten. Die stark 
eingeengten Benzinlésungen der eluierten paraffinartigen Stoffe 
dieser obersten Schichte erstarrten im Eissechrank vollstandig, 
zerflossen aber wieder bei Zimmertemperatur. Optische Schwer- 
punkte der begleitenden Farbstoffe in Schwefelkohlenstoff: 510. 
478 mu. Unterhalb dieser Zone bildete sich im Chromatogramm 
ein schmaler, braunroter Ring aus, iiber dessen Farbstoff weiter 
unten berichtet wird. Der ganze iibrige Teil der Adsorptionssiiule 
war tief orangerot angefirbt, durchzogen von braunschwarzen 
Schlieren. Weitere Verunreinigungen wurden aus den mit alkohol- 
haltigem Benzin gewonnenen Elutionen dieser Schichten, die die 
Hauptmenge aller Farbstoffe enthielten, nach Herauswaschen 
des Alkohols und Trocknung mit Natriumsulfat mittels Filtration 
durch Kalksiulen abgetrennt. Die dabei erhaltenen farblosen Vor- 
laufe heferten nach dem Abdestillieren des Benzins farblose Kohlen- 
wasserstoffe vom Schmelzp. 63°. Aus dem oberen Teile der Kalk- 
rohre wurde nach dem Nachwaschen mit Benzin eine ganz kurze 
gelbe und eime sehr schmale rotviolette Schichte abgehoben. Aus 
den noch immer viele Begleitstoffe enthaltenden Elutionen und 
Filtraten wurde schlieBlich im Vakuum das Benzin abdestilliert 
und der feste Rickstand aus Benzol—Methanol (1:1) umkrystalli- 
siert. Die optischen Schwerpunkte der im Kiihlschrank aus- 
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oofallenen Nadeln mit schraubenf6rmigen Drehungen vom Schmelz- 
punkt 161° (ankorr.) lagen in Schwefelkohlenstoff bei 514, 481 my. 
Bei der Verteilungsprobe mit 90- und 95°/,igem Methanol ver- 
hielten sich die Farbstoffe ausschheBlich epiphasisch. Krypto- 
s<anthin wurde weder hier noch in anderen Partien aufgefunden. 
Zur Kntfernung eines farblosen Begleiters wurden die Carotinoide 
gweimal mit Methanol ausgekocht. Nach wiederholtem abwech- 
selidem Umkrystallisieren aus Benzol-Methanol und Auskochen 
mit Methylalkohol schied sich der Farbstoff in groBen, violetten, 
metalliseh glinzenden Plattchen aus (Fig. 1 und 2), deren Schmelz- 
punkt auf 166° (unkorr.) gestiegen war. Durch neuerliche Ad- 
sorption an Aluminiumoxyd (standardisiert nach Brockmann) 
und wiederholtes Umkrystallisieren stieg der Schmelzpunkt um 
weitere 10°. Bei der letzten Adsorption eilte ein hellerer Farbstoff 
voran. Dureh Nachwaschen lef sich aber kem Chromatogramm 
entwiekeln. Die so vorgereinigten Carotinoide vom Schmelz- 
punkt 176° (unkorr.) konnten nun dureh Adsorption an Kalk 
nach _Karrer und Walker?®) in « und /-Carotin zerlegt werden. 
Beim Nachwaschen ‘mit Benzin bildeten sich zwei Zonen aus, 
deren untere heller gefairbt war. Dureh Whiederholung dieser 
Adsorption, abwechselndes Umkrystallisieren aus Benzol—Methanol 
und Auskochen mit Methylalkohol unter Zusatz emiger ‘Tropfen 
Benzin wurde ein «-Carotin erhalten, das den von den genannten 
Autoren angegebenen Schmelzp. 187—188° (korr.) aufwies. Es 
krystallisierte aus Benzol-Methanol in metallisch glanzenden, 
vroBen, sehr flachen, beiderseitig zugespitzten Prismen, mit gerader 
\usléschung, die vielfach zu Drusen veremigt waren. Das mikro- 
skopische Bild stimmte mit den von Kuhn und Lederer?!) 
wiedergegebenen Abbildungen wtberein. Absorptionsmaxima_ bel 
Verwendung eines Kupferoxyd~ Ammoniakfilters in Schwefelkohlen- 
stoff: 509, 477, 444 mu, in Benzin (Siedep. T0—80°): 477, 447 mu. 
3,229 mg Subst.: 10,575 mg CO,, 3,034 mg H,O. 
Cuties Ber. C 89,48 H 10,52 
Gef. », 89,32 » 10,51. 


Das aus der oberen Zone des Kalkchromatogramms eluierte 
-Carotin krystallisierte nach gleicher Behandlung aus Benzol - 
Methanol in sehr zerbrechlichen Tafelehen der von Kuhn und 
Lederer abgebildeten Krystallform. Sehmelzp. 184° (korr.). 


0) Helvet. chim. Acta 16, 641 (1933). 
11) Ber. chem. Ges. 64, 1349 (1931). 
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Schwerpunkte der Absorptionsbanden in Schwefelkohlenstoff : 520, 
484, 452 mu, in Benzin: 485, 452, 424 mu. 


3,532 mg Subst.: 11,585 mg CO,, 3,397 mg H,O. 

CyaoHs¢ Ber. C 89,48 H 10,52 
Gef. », 89,46 ~ TFS. 

Fir die Mikroelementaranalysen, die in Ermangelung einer geeigneten 
Apparatur Herr Doz. Dr. M. Boetius, Dresden, ausfiihrte, wurden die beiden 
Praparate aus niedrig siedendem Benzin umkrystallisiert. Unmittelbar vor 
der Verbrennung wurden sie eine 
Stunde im Hochvakuum (bei 
0,02 mm) tiber PO, getrocknet. 
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Fig. 1. Mischkrystalle von a- und f-Carotin Fig. 2. Mischkrystalle von a- und 
aus Trentepohlia iolithus, krystallisiert aus £-Carotin aus Trentepohlia iolithus 
senzol—Methanol. 45 X, zwischen gekreuzten Nikols. 45 X 

Die Form der Mischkrystalle von «- und f-Carotin mit gerader 


Ausloschung vom Schmelzp. 166° (unkorr.) zeigen die Fig. 1 
und 2. Die Krystalle sind sehr grof, besitzen eine breite, gerundete 
Wetzsteinform und zerfallen auBerordentlich leicht in ihre Liangs- 
halften. Im polarisierten Licht (Fig. 2) sieht man deutlich diese 
Flache hoher Spaltbarkeit. Hingegen besitzen die Krystalle der 
rein dargestellten Carotine spitzige Enden, die sich mit einem 
deutlichen Winkel vom prismatischen Teil absetzen. 

Das prozentuelle Mengenverhaltnis von «- zu f-Carotin kann 
auf Grund der aus einem Teil des Carotingemisches gewonnene 
Mengen an den reinen Komponenten auf 30:70 geschitzt werden. 
Die Gesamtausbeute an krystallisiertem Carotingemisch aus det 
untersten Zonen betrug 2,15 g, so dab die in etwa 400 g auBerlich 
unveriindertem Algenmaterial enthaltene Carotinmenge mit 2,2 : 
angenommen werden kann. Trentepohlia ist somit eine der carotin- 
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reichsten Pflanzen und enthalt das «-Carotin in emem beachtlich 
hdheren Anteil als die Méhrenwurzel, in der es nur etwa 15°/, 
des Gesamtearotins ausmacht. Die optischen Schwerpunkte des 
in den Mutteriaugen verbliebenen, nicht krystallisierenden Farb- 
stoffes lagen in CS, bei 510, 477 mu. 


Betrachtlich farbstoffarmer waren die getrennt aufgefangenen Filtrate 
mit den orangeroten Farbstoffen der mittleren Zone aus den Ex- 
trakten I, 11 und III. Die Benzinlésungen dieser Zone wiesen gleiche, jedoch 
verschwommene Absorptionsbanden auf (Maxima: 478, 448 mu); sie wurden 
vereinigt und in analoger Weise wie die Farbstoffe der untersten Zone auf- 
vearbeitet. Bei der Entmischung nach Behandlung mit 5°/,iger athylalko- 
kolischer Kalilauge war die alkalisch-alkoholische Schichte hier rotbraun und 
dunkler gefarbt als die Benzinphase. Die Hauptmenge der in die Unterschicht 
gegangenen Stoffe bestand nicht aus Carotinoiden. Die gewaschene und 
vetrocknete Benzinschicht hinterlieS nach dem Abdestillieren des Lésungs- 
mittels einen dunkelbraunroten, nicht krystallisierbaren, éligen Riickstand. 
Nach Adsorption an Aluminiumoxyd aus Benzinlésung wurde eine obere Zone 
abgetrennt, die hauptsachlich farblose Substanzen enthielt. Das sie begleitende, 
mutmaBlich schon verainderte Carotinoid mit den undeutlich erkennbaren 
optischen Schwerpunkten: 509, 477, (445) mu in CS, war nicht krystalli- 
sierbar. An diese Zone schloB sich im Chromatogramm auch hier wieder ein 
schmaler, rotbrauner Ring an, dessen Stoffe weiter unten besprochen werden. 
is folgte nach unten eine dritte, orangefarbene Zone, die mit alkoholhaltigem 
Benzin ein rein epiphasisches Eluat mit starkem Jonongeruch lieferte. Seine 
nicht deutlich erkennbaren Absorptionsmaxima in CS, lagen bei 506, 474 my. 
Nach dem Auswaschen und Einengen krystallisierten daraus weibe Nadeln. 
Schmelzpunkt des nicht weiter untersuchten Rohproduktes: 265°. Durch 
Destillation mit Wasserdampf konnte aus dieser Partie das Jonon_ isoliert 
werden (vgl. S. 117). Aus dem orange gefarbten Filtrat dieser Adsorption 
wurde nach Abdestillieren des Lésungsmittels und Aufnehmen mit Benzin 
vom Siedep. 30—40° noch krystallisiertes /-Carotin erhalten. 

Die Elutionen der am starksten adsorbierten Substanzen der obersten 
Zone aus den Extrakten I, II und III enthielten ebenfalls nur wenig und 
vroBtenteils veranderte Carotinoide. Sie wurden in gleicher Weise wie die 
friheren Partien, gemeinsam verseift. Die nach der Entmischung erhaltene 
Unterschicht war noch viel dunkler gefarbt als die bei der Verarbeitung der 
Varbstoffe der mittleren Zonen entstandene. Nach Adsorption der in der 
Benzinphase gelésten Stoffe an Aluminiumoxyd wurde aus dem untersten 
Teil des Chromatogramms auch noch eine kleine Menge krystallisiertes 6-Carotin 
gewonnen. Die obere Zone war hellbraun gefarbt, enthielt aber hauptsachlich 
farblose, wachsartige Stoffe, die sich nach dem Einengen der Benzinelution im 
Kiihlschrank ausschieden. Die beigemengten gefarbten, nicht krystallisierenden 
Stoffe zeigten ein verschwommenes Spektrum (511, 480, 446 mz in CS,) und 
waren wahrscheinlich Zersetzungsprodukte von Carotin. Bei einem Verteilungs- 
versuch ging sehr wenig Farbstoff in die Unterschicht. Auch hier entstand in 
der Mitte des Chromatogramms ein dunkler braunroter Ring wie bei den 
Adsorptionen der anderen besprochenen Partien. Die Elution des Farbstoffes 
wurde mit den friiher erhaltenen vereinigt. 
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Eigenschaften des mit Salzsaure eine Blaufarbung geben ep 
Carotinoids. Die mit alkoholhaltigem Benzin gewonnenen Elutionen aus den 
erwahnten braunroten, schmalen Farbringen waren noch mit Stoffen der ,p. 
grenzenden Zonen verunreinigt. Um diese zu entfernen, wurden die gewasche je) 
und getrockneten Benzinlésungen eingeengt und das Carotinoid neuerdings ), 
Aluminiumoxyd adsorbiert. Nach langerem Nachwaschen mit Benzin wurde 
nur die am starksten gefarbten Mittelschichten mit alkoholhaltigem Benziy 
eluiert. Der Farbstoff erwies sich in der Lésung betrachtlich dunkler als 
Carotin. Auf Filtrierpapier trat nach dem Verdampfen des Lésungsmittels 
beim Betupfen mit Salzsiure eine deutliche Blaufarbung auf. Beim Durch. 
schiitteln einer atherischen Lésung des Farbstoffes mit 30°/,iger Salzsiiun 
zeigte sich nur eine schwache blauliche Farbung, die rasch iiber ein helles 
Violett verblaBte. Erst nach langerem Stehen farbte sich die Salzsiure be- 
standig blauviolett an. Mit konzentrierter Schwefelsaiure gab der Farbstof{ 
eine indigoblaue Farbung, die bald in ein dunkles Violett tiberging und nach 
einigen Stunden rotbraun wurde. Mit Antimontrichlorid in Chloroform liefert; 
er eine dunkelgriine Farbung, die allmahlich in Blaugriin iiberging. Mit Tri- 
chloressigsiure in Chloroform entstand eine Braunfarbung. Bei der spektro- 
skopischen Untersuchung konzentrierter Benzinlésungen war eine totale Aus. 
loschung im Blau und Violett festzustellen, in verdiinnteren Lésungen konnten 
keine Banden beobachtet werden. Dagegen waren in Schwefelkohlenstoff. 
lésung zwei, allerdings sehr verschwommene Banden zu sehen, deren Maxima 
ungefahr bei 486 und 457 my lagen. Besser konnte man die Absorptions- 
maxima in Chloroformlésung erkennen. Sie lagen etwa bei 490 und 457 mu. 
Die Farbtiefe und das Spektrum des nicht krystallisierbaren Carotinoids 
sprache fiir eine Verwandtschaft mit Fucoxanthin. Bei der Verteilung zwischen 
Benzin und 90°/,igem Methanol blieb aber die Hauptmenge dieses Carotinoids 
in der Oberschicht, nur ein geringer Anteil ging in den Alkohol. 70°/,iger Methy!- 
alkohol nahm iiberhaupt keinen Farbstoff auf. Auch nach neuerlicher Ver- 
seifung in der Warme zeigte der Stoff das gleiche Verhalten. Dieses schliebt 
die Moclichkeit aus, daB Fucoxanthin durch die groBen Mengen  farbloser 
Begleitstoffe in die Benzinschicht mitgenommen wurde [Willstatter und 
Page!*)]. Die naihere Aufklarung dieses nur in geringer Menge vorhandenen. 
wahrscheinlich veranderten Carotinoids muB einer anderen Untersuchung vor- 
behalten bleiben, bei der zunachst auch die Behandlung mit alkoholische! 
Lauge zu vermeiden sein wird. 

Verarbeitung der alkoholisch-alkalischen Schichten und Gewinnung 
der Xanthophylle. Die zu den vorbesprochenen Benzinschichten 
der drei YZonen der Chromatogramme  gehorigen — alkalischi- 
alkoholischen Unterschichten wurden zonenweise vereinigt, s0 
daB drei Partien entstanden. Die erste enthielt die nach der Ver- 
seifung die Unterschicht aufsuchenden Bestandteile der untersten 
Zone aller drei Extrakte sowie die gesammelten alkoholischen 
Ausschiittelungen der zugehérigen Benzinschicht, die zweite die 
der mittleren und die dritte die der oberen. Jede Partie wurde 


2) Liebigs Ann. 404, 255 (1914). 
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einmal mit wenig Benzin ausgeschiittelt und die Benzinschichten 
abgetrennt; dann wurde auf mindestens das doppelte Volumen 
mit Wasser verdiinnt und mit Benzin (80—50°) ausgeschiittelt. 
Dadurch konnten nur in der ersten Partie simtliche gefairbten 
Stoffe in das Benzin iibergefiihrt werden, bei den beiden anderen 
blieb die alkalische Schicht noch gefirbt. Bei diesen erwies sich 
yur Erzielung einer rascheren Schichtentrennung und zur Ver- 
meidung des Schéumens ein Zusatz von festem Ammoniumsulfat 
als zweckmaéBbig. Die ausgeschiittelten, noch immer gefirbten 
Lisungen gaben die Hauptmenge der noch gelésten Farbstoffe an 
Ather ab. SchheBlich wurden nach schwachem Anséuern mit 
Salzsiure die restlichen gefarbten und viele farblose Substanzen 
in Ather tibergefiihrt. 

Die getrockneten, orangegefairbten Benzinausschiittelungen der ersten 
Partie wurden im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt und schieden 
im Kiihlschrank sehr viel farblose bzw. schwach angefarbte, bei Zimmertempe- 
ratur sich verfliissigende Stoffe aus. Die bei tiefer Temperatur festen Aus- 
scheidungen wurden durch rasches Absaugen von der Mutterlauge getrennt 
und nach Entfarbung mit Tierkohle aus Alkohol umkrystallisiert. Es wurden 
weiBe, glanzende Plattchen von Paraffincharakter (Schmelzp. 52°) erhalten, 
die sich in Benzin sehr leicht lésten. Die dunkelorange gefarbte Mutterlauge 
wurde im Vakuum eingedampft und der délige Riickstand mit Benzol—Methanol 
aufgenommen. Im Eisschrank schieden sich daraus f-Carotinkrystalle vom 
Schmelzp. 173—174° (unkorr.) aus. Absorptionsbanden in Benzin: 485, 452, 
424 mu. Bei der Verteilungsprobe mit 90°/,igem und auch 95°/, igem Methanol 
hlieb das Carotinoid restlos in der Benzinschicht. Demnach wurde die Ver- 
teilung bei der Entmischung nach der Verseifung durch die Gegenwart der 
vielen farblosen Stoffe derart 'beeinfluBt, daB diese gefarbten und farblosen 
Kohlenwasserstoffe zum Teil die alkoholisch alkalische Unterschicht aufsuchten. 


Phytoxanthine wurden, wie zu erwarten stand, in den Benzin- 
und Atherausschiittelungen der alkalisch-alkoholischen Schichten 
der beiden anderen Partien gefunden. Gema&8 ihrer starken 
Adsorbierbarkeit an Tonerde blieben sie bei der Adsorption der 
drei Extrakte in der oberen und mittleren Zone haften. Durch 
Verteilung wurden die Xanthophylle aus den den obersten Schichten 
zugehérigen Benzinausschiittelungen in 90°/,iges Methanol iiber- 
gefihrt und diese Lésung wiederholt mit Benzin ausgeschiittelt. 
Der Farbstoff der Methanolphase wurde in Ather—Petrolither 
vetrieben, nach dem Auswaschen und Trocknen das Lésungs- 
mittel abdestilliert und der geringfiigige Riickstand in Schwefel- 
kohlenstoff gelést. Auf Filtrierpapier hinterlieB diese Lésung 
einen rein gelben Fleck und zeigte im Spektroskop das Lutein- 
Spektrum. Absorptionsmaxima in CS,: 510, 478, 446 mu. Bei 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIII. 8 
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der anschlieBenden Adsorption an Calciumearbonat nach Kuhn, 
Winterstein und Lederer!*) wurde der gesamte Farbstoff in 
der obersten Schichte festgehalten. Beim Nachwaschen mit 
Schwefelkohlenstoff erwies er sich als chromatographisch ein- 
heitlich. Die Elutionen aus dem obersten und untersten Teile 
gaben das gleiche Luteinspektrum. Das Carotinoid wurde mit 
Methanol—Ather eluiert und der Methylalkohol nach dem Ab- 
dampfen des Athers im Vakuum eingeengt. Trotz Gegenwart 
vieler farbloser Stoffe krystallisierte aus dieser Lésung im Kiihl- 
schrank eine, wenn auch sehr kleine Menge Lutein in langlichen, 
metallisch glénzenden, im Mikroskop gelb erscheinenden Pris- 
men aus. 

Die Benzinausschiittelungen der zu den mittleren Zonen 
gehoérigen alkalischen Schichten wurden mit den Atherausschiitte- 
lungen vereinigt, das Lésungsmittel abdestilliert und der dlige 
Rickstand mit Benzin vom Siedep. 70—80° aufgenommen. Die 
Xanthophylle wurden wieder in 90°/,iges Methanol ibergefiihrt 
und dabei sich abscheidende harzige Stoffe entfernt. Nach wieder- 
holter Verteilung wurden die Phytoxanthine in Ather—Petrolather 
ibergefiihrt und das Lésungsmittel nach dem Trocknen mit 
Natriumsulfat abdestilliert. Das zuriickbleibende dunkle Ol wurde 
nach Karrer und Mitarbeiter!4) noch warm in viel Benzin vom 
Siedep. 80—50° eintropfen gelassen. Nach einigem Stehen wurde 
abfiltriert und mit Benzin der gleichen Fraktion unter Riickfluh 
ausgekocht. Der Riickstand wurde mit Schwefelkohlenstoff auf- 
genommen und an Calciumearbonat adsorbiert. Beim Nachwaschen 
mit dem gleichen Lésungsmittel bildete sich hier eine zweite 
Zone aus. Die obere Zone enthielt noch eine sehr kleine Menge 
Lutein, das Carotinoid der unteren Zone gab nach Wiederholung 
der Adsorption ein ausgesprochenes Zeaxanthinspektrum. 
Maxima in C§,: 520, 484, 452 mw. Zeaxanthin war in geringerer 
Menge vorhanden als Lutein. Krystallisiert wurde es nicht er- 
halten. 

Die schlieBlich aus den angesiuerten Unterschichten ge- 
wonnenen Atherausschiittelungen wurden vereinigt und lieferten 
nach griindlicher Waschung und Trocknung nach dem Ab- 
destillieren des Athers einen braunschwarzen dligen Riickstand. 
der keine festen Substanzen ausschied. In Schwefelkohlenstott- 


18) Diese Z. 197, 141 (1931). 
14) P. Karrer, A. Helfenstein, H. Wehrli, B. Pieper u. R. Mort, 
Helvet. chim. Acta 14, 614 (1931). 
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lésung lieB das Ol ein gleiches, sehr undeutliches Spektrum erkennen 
wie der rote auf §. 112 beschriebene Farbstoff. Maxima: 486, 
457 mu. Die hier zu erwartenden Fettsiéuren waren jedenfalls 
nicht in dem Mae zu beobachten, als auf Grund der Literatur- 
angaben tiber das massenhafte Vorkommen von dem als Lésungs- 
mittel fiir das Himatochrom dienenden fetten Ol anzunehmen wiire. 


II. Trentepohlia umbrina. 

Von dieser Alge habe ich Ende August 1935 etwa 200 ¢ ein- 
cesammelt, zum Teil in einer Blockhalde am Schéberberg bei 
Tannendorf, zum Teil an einem Sandsteinfelsen bei Bachhaéuser in 
der N&éhe von Kreibitz in Nordbéhmen"). Das eingebrachte 
Material enthielt sehr viel abgestorbene Zellen. Da aus diesen 
Algen mit Benzin nur sehr wenig Farbstoff extrahierbar war, 
wurden sie mit Ather und anschlieBend mit Aceton ausgelaugt. 
Die beiden Extrakte wurden im Vakuum eingedampft und die 
vereinigten Ricksténde mit viel Benzin vom Siedep. 20—30° 
aufgenommen. Bei langerem Stehen unter CO, schied sich aus 
dieser Lésung eine groBe Menge harziger Stoffe aus. Die Benzin- 
lisung wurde schheBlich emgeengt und bis zur Verarbeitung im 
Kiihlschrank verwahrt. 

Auch bei der Extraktion dieser Alge schieden sich krystalline 
Krusten von Erythrit ab, die mit viel Flechtenstoffen durch- 
setzt waren. Die isolierten 2,75 g Erythrit entsprechen 1,37°/, 
der Algentrockensubstanz. Farblose Flechtenstoffe, die in alko- 
holischer Lésung mit Ferrichlorid eine braunviolette Farbung, 
mit Chlorkalk eine amorphe, ungefaérbte Flockung gaben und 
Lackmus deutlich réteten, wurden in einer Menge von 2,65 g 
gewonnen. Sie werden mutmaflich der Verunreinigung mit 
Flechten zuzuschreiben sein, da sie in der ungleich reineren 
Tr. ioithus nicht aufgefunden wurden. 

Die dunkelbraune Benzinlésung wurde in analoger Weise wie 
bei der alpinen Trentepohlia verarbeitet. Bei der Adsorption an 
Aluminiumoxyd entstanden drei griine Zonen, darunter nur eine 
einzige orangefarbene. Der Farbstoff des obersten Anteiles der 
orange gefarbten Zone wurde durch die Verteilungsprobe auf das 
Vorhandensein von freien Xanthophyllen untersucht. Wie bei 
lr. iolithus trat auch hier eine schwache Gelborangefirbung der 
alkoholischen Schicht auf. Die mit alkoholhaltigem Benzin (50 


®) Die Angabe des einen Standortes verdanke ich Herrn Fachlehrer 
Prinz, Tetschen, die des anderen Frau Heidl, Kaltenbach. 
8 * 
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bis 70°) eluierten Carotinoide wurden zwecks Abtrennung der 
vielen Begleitstoffe waihrend 12 Stunden bei 35° mit athylalko. 
holischer Lauge behandelt. Bei der anschlieBenden Adsorption 
der Farbstoffe aus der Benzinschicht an Kalk und Nachwaschen 
mit Benzin eilte das «-Carotin als hellere Zone voran. Die optischen 
Schwerpunkte waren in Schwefelkohlenstoff und in Benzin die 
gleichen wie bei Trentepohlia iolithus. Kryptoxanthin war auch 
hier nicht vorhanden. Das Gemisch von a«- und #-Carotin 
wies schon nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Benzol- 
Methanol und einmaliger Auskochung mit Methylalkohol einen 
Schmelzp. von 176° (unkorr.) auf. In der obersten Zone des 
Chromatogramms war auch hier eine sehr kleine Menge eines 
Carotinoids enthalten, das in atherischer Lésung mit 380°/iger 
Salzsiure eine schwache Blaufirbung aufwies, die nach wenigen 
Minuten in eine schwache Violettfairbung tiberging. In geringer 
Menge war es auch in der Xanthophyllschicht vorhanden. 

In der alkalisch-alkoholischen Unterschicht konnte nach 
Adsorption an Calciumecarbonat ebenfalls Lutein und Zeaxan- 
thin spektroskopisch festgestellt werden. Wahrend unter den 
Phytoxanthinen der erstbeschriebenen Alge das Lutein vorherrschte, 
war hier mehr Zeaxanthin vorhanden. 


III. Trentepohlia aurea. 

Diese Alge war nur in kleiner Menge und in sehr unreinem 
Zustande erhaltlich. Anfangs November 1934 sammelte ich sie 
von einer Viaduktmauer in Hirschberg in Bohmen?*). Das ein- 
gesammelte Material war mit Flechten, Moosen, Sand und Steinchen 
sehr verunreinigt. Nach Trocknung im Vakuum wurde es wochen- 
lang mit Ather ausgelaugt. Auch bei dieser Alge schieden sich 
nach langerer Extraktion Erythritkrystalle aus. Eine Angabe der 
prozentuellen Menge ist wegen der starken Verunreinigung des 
Algenmaterials nicht méglich. 

Der nach dem Abdestillieren des Athers verbleibende Riickstand 
wurde mit wenig Petrolaither vom Siedep. 30—50° aufgenommen. 
Aus dieser Lésung schieden sich bei langerem Stehen im Kihl- 
schrank zunéchst harzige Produkte aus. Nach deren Abtrennung 
krystallisierten schén ausgebildete dunkelrote, siulenformige Pris- 
men mit blaulichem Oberflichenglanz neben kleinen, wiirfel- 
formigen Krystallchen aus, die bei 177° (unkorr.) schmolzen. 


16) Fiir die Bekanntgabe dieses Standortes bin ich Frau Priv.-Doz. 
Dr. Schreiter, Hirschberg, zu Dank verpflichtet. 
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der — Die Krystalle wurden in Benzin gelést und ergaben im Kalk- 
ko. — chromatogramm deutlich zwei Schichten von «- und f-Carotin. 
‘ion —& Die Absorptionsmaxima waren die gleichen wie oben angegeben. 
hen Die Xanthophylle wurden wegen Materialmangels nicht unter- 
hen — sucht. 
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Aus dem bei der Untersuchung der Carotinoide der mittleren 
Zone erhaltenen Kluat mit starkem Jonongeruch (S. 111) wurde 
das Lésungsmittel abdestilliert und das zuriickbleibende dunkel- 
rote Ol einer Destillation mit Wasserdampf unterworfen. Dabei 
singen Atherische Ole iiber, unter denen Jonon deutlich durch 
seinen charakteristischen Geruch festzustellen war. Das mit Ather 
ausgeschiittelte Ol zeigte nach dem Verdampfen des Lésungsmittels 
die von Hanriot!’) angegebenen Farbenreaktionen auf Jonon. 
Hs léste sich ebenso wie kéufliches Jonon mit goldgelber Farbe 
in konzentrierter Salzsiure. Die salzsaure Lésung farbte sich in 
beiden Fallen beim Erwérmen mit Chloralhydrat schmutzig violett 
und die violetten Lésungen entfairbten sich beim Schiitteln mit 
Ather. Nach dem Verdampfen des Athers verblieb ein violetter, 
wasserléslicher Riickstand, der sich auf Atherzusatz entfarbte. 
Aus dem isolierten Jonon konnte beim langeren Stehen seiner 
alkoholischen Lésung mit Semicarbazid—Chlorhydrat und Natrium- 
azetat18) das Semicarbazon dargestellt werden, das sich auf Wasser- 
zusatz in fester Form abschied. Mit m-Dinitrobenzol und Alkali 
firbte sich die alkoholische Lésung desselben sofort blaustichig rot, 
dann intensiv fuchsinrot}®). Diese Farbenreaktion geben aber auch 
freies Jonon und andere Ketone, z. B. Aceton. Fir einen Trennungs- 
versuch in «- und f-Jonon war die erhaltene Menge zu gering. 

Das Jonon ist nicht erst wahrend der lingere Zeit bean- 
spruchenden Aufarbeitung des Algenmaterials durch Autoxydation 
des Carotins entstanden (die Lésungen wurden stets unter CO, 
oder N, aufbewahrt), sondern konnte auch unmittelbar in der 
eingebrachten Tr. iolithus nachgewiesen werden. Zu diesem Zwecke 
wurde ein Teil des eingesammelten Algenmaterials fein zerrieben 
und mit Wasserdampf destilliert. Dabei gingen ebenfalls kleine 
Oltrépfchen iiber, die ausgedthert wurden. Nach dem Abdestillieren 
des Athers verblieb ein schwach gelblich gefirbter dliger Riickstand 
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n. & 17) Ber. von Schimmel & Co., Oktober 1913, 147. 

18) F. Tiemann, Ber. chem. Ges. 31, 867 (1898). 
OZ. 19) L. Rosenthaler, Der Nachweis organ. Verbindungen. 2. Aufl., 
Stuttgart 1923, S. 174. 
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von intensivem Jonongeruch. Das Ol gab die oben beschriebenen 
Farbenreaktionen von Hanriot und lieferte ebenfalls ein festes 


Semicarbazon. 

Es liegt nahe, den die Trentepohlia auszeichnenden Veilchen- 
geruch, der besonders intensiv beim ‘Trocknen der Algen im 
Exsiccator auftritt, der Bildung von freiem Jonon aus dem Carotin 
der Alge zuzuschreiben. Schon Willstatter und seine Mitarbeiter 
hatten festgestellt, daB bei der Autoxydation von Mohrencarotin an 
der Luft ein veilchenartiger Geruch auftritt. Auch Karrer und 
Helfenstein?°) haben beim Schiitteln einer Lésung von Carotin 
in Benzol mit waBriger Kaliumpermanganatlésung bei Zimmer- 
temperatur einen starken Jonongeruch wahrgenommen, der die 
Arbeitsréume erfillte. 

Um zu prifen, ob die getrocknete Alge imstande ist, aus 
Carotin Jonon zu bilden, wurden folgende Versuche ausgefiihrt: 
Drei griindlich gereinigte, véllig geruchsfreie Exsiccatoren wurden 
folgendermaBen beschickt: Frisch hergestelltes Méhrencarotin 
wurde in 2 Tropfen Olivenél gelést, mit etwa 3 mg mittels Seesand 
fein pulverisierter Trentepohlia und einem Tropfen Wasser ver- 
rieben und auf einem Uhrglas im Exsiccator A in dinner Schicht 
ausgebreitet. Auf einem Uhrglas im Exsiccator B befand sich in 
analoger Anordnung die gleiche Menge mit Seesand hergestelltes 
Trentepohliapulver, Olivenél und Wasser. Exsiccator C enthielt 
in der gleichen Menge Olivenél gelistes Méhrencarotin, verrieben 
mit einem Tropfen Wasser. Nach der Beschickung wurden die 
Exsiccatoren evakuiert. 3 Tage darauf konnte im Exsiccator A 
ein schwacher Veilchengeruch wahrgenommen werden, der sich 
am 4. Tage bedeutend verstarkte, wihrend in den beiden anderen 
Exsiccatoren nicht der geringste Geruch festgestellt werden konnte. 
Eine Wiederholung dieser Versuchsanordnung mit etwa nur 
1 mg Trentepohliapulver, das aus frischen Algen hergestellt wurde, 
ergab nach 5—6 Tagen dasselbe Resultat. Damit ist erwiesen, 
daB die Trentepohlia befahigt ist, Méhrencarotin unter Bildung 
von Jonon zu spalten. Dieser mutmablich enzymatische Vorgang 
geht offenbar auch in der Jebenden Alge vor sich und ‘fiihrt zum 
Auftreten des charakteristischen Veilchengeruches. 


Der Deutschen Forschungs-Gemeinschaft Berlin ge- 
biihrt fiir die leihweise Uberlassung eines Gittermefspektro- 
skopes nach L6we-Schumm unser aufrichtigster Dank. 


20) Helvet. chim. Acta 12, 1142 (1929). 
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Uber das 3,5-Diacetoxy-6-oxo-cholestan. 
Von 


Fr. Schenck. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1936.) 


Oxydiert man Cholesteryl-acetat mit Chromsiure in Kis- 
essig nach Mauthner und Suida?), so kann man im Neutralteil 
nach Abscheidung des sog. ,,3-Oxy-cholestenol-acetats* durch 
weiteren Zusatz von Wasser einen nadelférmigen Kérper gewinnen, 
der nach dem Umkrystallisieren aus wenig Ather—Methanol bei 
169—170° schmilzt. Durch Verseifung mit methylalkoholischem 
Kali entsteht daraus das 3,5-Dioxy-6-oxo-cholestan (Schmelz- 
punkt 234—235°) von Pickard und Yates?) (Schmelzp. 232°), und 
von Windaus und Westphalen’), die es aus dem iiber das Oxyd 
hereiteten 3,5,6-Trioxy-cholestan gewannen. Die I[dentitiit 
beider Stoffe ist durch Darstellung des Phenyl-hydrazons, des 
5-Oxy-3,6-dioxocholestan, des 3,6-Dioxo-cholestens-4, 5 
und dessen Phenylhydrazon’) sowie des Athylithers der 
Knolform des Dioxo-cholestens‘) und endlich des Mono- 
acetates*), das aus dem 3,5-Dioxy-6-oxo-cholestan durch 
Kochen mit Essigsiiureanhydrid (Schmelzp. 230—231° statt 233°) 
erhalten wird, gesichert. Das Nebenprodukt der Oxydation des Chol- 
esterylacetats vom Schmelzp. 169—170° ist also ein Derivat des 
3,5-Dioxy-6-oxo-cholestans. Die Analyse und die unter ver- 
schiirften Bedingungen durchgefiihrte Acetylbestimmung ergeben, 
da8 zwei Acetyle im Molekiil vorhanden sind. Es kommen also, 
da ja die 3-stindige Oxy-gruppe sicher verestert ist, folgende 
Formeln in Betracht: 


1) Mauthner u. Suida, Mh. Chem. 17, 593 (1896). Das hier be- 
schriebene Produkt ist damals nicht isoliert, wohl aber schon gelegentlich 
im hiesigen Institut. — Windaus, Lettré u. Schenck, Liebigs Ann. 
520, 102 (1935). 

*} Pickard u. Yates, J. Chem. Soc. 93, 1678/87 (1908); Chem. Z. 
1908, IL, 1919. 

‘) Windaus u. Westphalen, Ber. chem. Ges. 48, 1068 (1915). Sie 
erteilen dem Ketodiol in Ubereinstimmung mit den jetzigen Analysen die 
Formel C,,H,,0,, wihrend Pickard und Yates eine um zwei Wasserstoff- 
atome dirmere Formel bevorzugten. 

*) Windaus, Habilitationsschrift, 5. 31, Freiburg 1903; van Oordt, 
Dissertation, S. 21. 








Fr. Schenck, Uber das 3,5-Diacetoxy-6-oxo-cholestan. 


C.Hy, C,H,, 
in os, s an lhe ~ 
scot As 7 AcO- ne AN a 

Ac O H OAc 


3, 5-Diacetoxy-6-oxo-cholestan. 

In der Formel I ist die 5-stiindige Hydroxylgruppe, in der 
Formel II dagegen die enolisierte Ketogruppe acetyliert. Die 
Zerewitinoff-Bestimmung ergibt, daB kein aktiver Wasserstofi 


vorhanden ist, es schaltet somit die Formel IT aus, deren aktivesf 


Wasserstoffatom ja nachweisbar sein sollte. Damit stimmt iiber- 
ein, daB die Acetylbestimmung unter normalen Bedingungen nur 
etwa ein Acetyl finden laBt. Das zweite Acetyl haftet wegen 
seiner Stellung am tertiiiren Kohlenstoffatom offenbar recht fest, 


Der Kérper vom Schmelzp. 169—170° ist also das 3,5-Diacet-f 


oxy-6-oxo-cholestan (I). 


3,5-Di-acetoxy-6-oxo-cholestan. Schmelzp. 169—170°. 
127,2 mg Subst.: 2 cem Chloroform. 1=1 dm. «a?2° = — 0,98°. 
[a]2° = — 15,4". 
5,207 mg Subst.: 14,110 mg CO,, 4,630 mg H,0O. 
C,, 4.0, Ber. C 74,05 H 10,03 ref. C 73,93 H 9,95. 


Zerewitinoff- Bestimmung: 

8,137 mg Subst.: Gef. 0,01 cem CH, (19°, Ber. 0,86 cem CH, fiir ein 
aktives H-Atom. 

Acetylbestimmung unter gewéhnlichen Reaktionsbedingungen: 

11,925 mg Subst.: 1,95 cem n/100-NaOH. 


Gef. 7,04°/, CH,CO- 
Acetylbestimmung unter verschirften Reaktionsbedingungen: 
9,410 mg Subst.: 3,61 cem n/100-NaOH. 
Ber. 17,1°/, CH,CO- Gef. 16,50°/, CH,CO-. 
3-Acetoxy-5-oxy-6-oxo-cholestan. Schmelzp. 230—231°. 
58,1 mg Subst.: 2 ecm Chloroform. 1=1 dm. ap = — 1,62°. 
[alp = — 55,8°. 


5,240 mg Subst.: 14,570 mg CO,, 4,860 mg H,0. 
C.,H,,0, Ber. C 75,60 H 10,51 Gef. C 75,86 H 10,38. 


Herrn Prof. Windaus danke ich recht herzlich fiir die iiber- 
aus freundliche Aufnahme in seinem Laboratorium und die viel- 
seitigen Unterstiitzungen mit Rat und Tat. 
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Blutzellenbestand 
und Ascorbinsdure-Gehalt bei Meerschweinchen. 
Von 
Hans v. Euler und Maj Malmberg. 

Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 











(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1936.) 


DaB Beziehungen bestehen zwischen der Zusammensetzung 


dene Arten von anomalem Blutzellenbestand als Avitaminosen auf- 
zufassen sind, kann nach den Ergebnissen der letzten 10 Jahre nicht 
mehr bezweifelt werden. Wie bei manchen anderen Avitaminosen 


‘jst es aber noch unbestimmt, welche Erscheinungen am Blut- 


qustand (verinderte Zahl von Erythrocyten, Leukocyten, Reticulo- 
tyten) die direkten Folgen des Mangels gewisser Nahrungskom- 
ponenten (gewisser Vitamine u. dgl.) sind. Dadurch, daB sich die 
Wirkungen mehrerer Vitamine, z.B. A, B, und C und andere 


| Biokatalysatoren iiberlagern und gegenseitig beeinflussen kénnen, 


ist die Ermittlung eines fiir Anwesenheit und Menge blutbilden- 
der Stoffe geeigneten Testes erschwert worden. Zwei Tatsachen- 
gebiete sind fiir die Beurteilung des Blutzellenbestandes von be- 
sonderer Wichtigkeit: 

1. Die durch Murphy’), Minot?) und Whipple in ihrer 
Bedeutung erkannte Lebertherapie, welche durch neuere Unter- 


‘guchungen besonders amerikanischer Forscher*) zur Erkenntnis 


der gegen perniciése Animie spezifischen Wirkung besonderer 
organischer Stoffe gefithrt hat. 

2. Die Ergebnisse von Wadell, Steenbock, Elvehjem 
tnd Hart‘), nach welchen bei Ratten als Versuchstiere, das Zu- 


') W. P. Murphy and Blotner, J. clin. Invest. 4, 440 (1927); Les 
prix Nobel en 1934, 1935. 
*) G. R. Minot and Murphy u. Mitarb., J. amer. med. Assoc. 8%, 


470 (1926); 89, 759 (1927). 


*) Cohn, Minot u. Murphy, J. of Biol. Chem. 74, LXIX (1927); 
47, 325 (1928). 

*) Wadell, Steenbock, Elvehjem u. Hart, J. of Biol. Chem. 77, 
169, 777, 797 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIII. 9 
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sammenwirken von Kisen und Kupfer imstande ist, gewisse Animiey 
aufzuheben. Dabei ist zu beachten, dab Animien an verschiedene; 
Tierarten in ganz verschiedener Weise auftreten. 

Die Aufgabe, das Blutbild des Meerschweinchens und seine 
Abhingigkeit von gewissen Nahrungsbestandteilen, insbesondere 
von Ascorbinsiure, naher zu definieren, ist an uns herangetretey 


anliBlich einer Untersuchung iiber die Wirkung des Vitamins | f 


auf den Zustand wachsender Meerschweinchen. Die Frage, o) 
die Bildung der Leukocyten durch Ascorbinsiuremangel ver. 


mindert wird, tritt in den Vordergrund als experimenteller An. 
haltspunkt fiir die Beurteilung der antiinfektidsen Wirkungen f 
der Ascorbinsiure. Behauptungen, da’ Beziehungen bestehen f 


zwischen dem Blutzellenbestand verschiedener Tiere und ihren 


Vorrat an Ascorbinséure und damit zusammengehorige Problem- f 


stellungen sind u. E. oft nicht deutlich genug prizisiert worden, 
und es schien uns notwendig, die erwihnte Frage experimentell 
anzugreifen, besonders um festzustellen, ob und in welchem Mat 


Ascorbinséure an der diiitetischen Beeinflussung des Blutbildes f 


beteiligt ist. 

Da _ hinsichtlich des Vitamin C-Bediirfnisses verschiedener 
Tierarten groBe Unterschiede bestehen, darf man Ergebnisse iiber 
Animie bzw. Anomalien des Blutzellenbestandes nicht ohne weiteres 
von einer Tierart auf eine andere iibertragen. 


I. Blutzellenbestand normaler Meerschweinchen. 


Tiere, Material und Kost. Normale Meerschweinchen vom Ge: f 


wicht 250—500 g im Alter von 4—12 Wochen erhielten in der Tierabteilung 
des Instituts gemischte Kost, niimlich: 


Schwarzer Hafer . . 80 Teile Calciumearbonat . . 8 Teile 
Weizenkleie .... 80 ,, Natriumehlorid . . . 2 ,, 
CO ae = Dorschlebertran. . . 3°, 


sowie Apfelsinensaft + Kohlriben. 


Erythrocyten: Entnahme des Blutes in der tiblichen Weise aus > 


der Ohrvene. Zéihlung der roten Blutzellen in der Biirkerschen Zihl: 
kammer, und zwar wurden nach Verdiinnen mit physiol. Kochsalzlésung 
je 80 kleine Quadrate ('/,,. cemm) gezihlt: das Mittel aus diesen Zihlungen 
gibt die Erythrocytenzahl in Mill./mm* der betr. Blutprobe an. 

Von 3 Normaltieren wurden wiederholt Blutproben entnommen. 





























oa Erythrocytenzahl pro emm Mittel 
84 29/4: 6,00 9/5: 6,06 18/5: 6,57 6,21 
85 29/4: 7,52 9/5: 7,93 18/5: 6,82 7,42 
57 26/6: 6,43 29/6: 6,00 on 6,22 
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An anderen Normaltieren wurden folgende Erythrocytenzahlen gefunden: 


Nr. 653 4,80 Nr. 659 5,85 
,, 652 6,00 » 660 5,92 
» 658 6,00 


Im ganzen erhielten wir aus 8 Meerschweinchen einen Mittel- 
wert von 6,05 Mill. pro Kubikmillimeter. 

Aus friiheren Untersuchungen von Gabbi, Klieneberger 
und Carl sowie Bender und de Witt ergibt sich der Mittelwert 
5,5 Mill. pro Kubikmillimeter. 

Leukocyten. Zur Methodik ist nur zu bemerken: Blut- 
entnahme aus der Ohrvene. Verdiinnungsfliissigkeit 1°/,ige Essig- 
siure mit einer Spur Methylviolett versetzt. Die Zahlung von 
je 100 Quadraten zu je 0,04 mm® ergab: 


Nr. 84 9875 pro Kubikmillimeter Nr. 57 2/6 11475 
, 200 7600 ,, . 26/6 10400 
. 03 27/5 10900 

8/6 10575 


Aus den Angaben der Literatur laBt sich nach Jaffe?) der 
Mittelwert 8000—10000 entnehmen. 


II. Ascorbinséure-Gehalt im Blut und in blutbildenden Organen 
normaler Meerschweinchen. 


Unter Hinweis auf die ersten systematischen Untersuchungen 
iiber den Ascorbinséure-Gehalt der verschiedenen Tierorgane, 
welche in diesem Institut ausgefiihrt wurden [Sv. Kem. Tidskr. 44, 
290, (1932)], erinmnern wir zunichst an unseren?) Befund bei der 
Nebenniere normaler Meerschweinchen: 0,8 mg Ascorbinsaure pro g 
Nebenniere. Dieser Gehalt ist auf die Nebennierenrinde kon- 
zentriert. Uber skorbutische Nebennieren vgl. Sv. Vet. Akad. 
Arkiv. f. Kemi, 11 B., Nr. 18, 1933. Wenn Ascorbinsiure oder 
andere Nahrungskomponenten auf die Bildung roter oder weiBer 
Blutzellen einen EinfluB haben, so ist zu erwarten, daB in den 
Blutzellen selbst und in den blutbildenden Organen Knochen- 
mark, Milz und Leber die Konzentration dieser Stoffe mit der 
Zutuhr durch die Nahrung stark variiert. 

Leber, auch des normalen Meerschweinchens, hat sich als 


eines der Ascorbinsiure-reichsten Organe erwiesen [Sv. Kem. Tidskr. 


44, 290 (1932)]. Auffallend ist bei Meerschweinchen der hohe 
Gehalt an Glykogen. 





') Jaffé, Anatomie u. Pathol. d. Spontaninfektion der kleinen Labora- 


_ toriumstiere. *) Euler u. Malmberg, Sv. Kem. Tidskr. 47, 16 (1935). 


9 * 
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Gehirn. Der normale Ascorbinsiure-Gehalt des Meer. 
schweinchengehirns sei hier erwihnt, weil das Blutbild weitgehen( 
von zentral-nervésen Hinfliissen und also vermutlich auch yoy 
Ascorbinsiure-Gehalt des Gehirns abhingig ist; wir!) fanden al 
Mittelwert 0,12—0,15 mg pro Gramm Gehirn. 

Blut. Man findet in der Literatur Angaben iiber Ascorbin. 
siure-Gehalt von Serum und Erythrocyten [Mensch?), Kuh], Be. 
funde an Meerschweinchen sind nicht mitgeteilt. 

Kigene Versuche. Die roten Blutzellen von 5 ccm defibri. 


nierten Meerschweinchenblutes werden abzentrifugiert, mit kalter f 


physiol. NaCl-Lésung gewaschen, mit 8 ccm Wasser cytolysiert 
und mit 2,5 com 25°/,iger Trichloressigsiure verrieben. Fiallung 


abzentrifugiert, die iiberstehende schwach gelbliche F liissigkeit ¢ 


mit H,S reduziert, und nach Verjagen mit Stickstoff bei p,, = 2, 
mit Tillmans Indicator titriert. Dabei ergaben sich nur Spuren 
von reduzierender Substanz. 

Knochenmark. Meerschweinchen Nr. 51, Diit: C-freie 
Grundkost + 1,2 mg Ascorbinsiure pro Tag + 20g Kohlriiben pro 


Tag. 50mg Knochenmark aus Réhrenknochen nach Zusatz von | 


Trichloressigsiure bei p, = 2,5 mit Tillmans Indicator titriert 
ergab keine deutliche Reduktion. 

Den physiologischen Zustand unserer Versuchstiere haben 
wir auch durch enzymatische Untersuchungen des ganz frischen 
Muskelgewebes unmittelbar nach dem Schlachten enzymatisch 
kennzeichnen wollen. 


Dehydrase-Versuche mit Beinmuskulatur von Normaltieren. 


Diese Versuche wurden angestellt, weil an den mit Grund- [ 


kost + Tran + Ascorbinsiure ernihrten Meerschweinchen das (fast 
fettfreie) Muskelfleisch einen verinderten oxydativen Stoffwechsel 
vermuten lieB. Vel. S. 135. 


Versuchsanstellung: Von den frisch getéteten Meerschweinchen 
wurden 0,1 g Oberschenkel-Muskel in Thunbergréhren in 0,25 cem Phos- 
phatpufferlésung pq = 7,6 verrieben. Dann wurden die itibrigen Kon- 
ponenten der Reaktionsmischung (vgl. Tab. 1) zugesetzt. Die 0,2 cem Co- 
Zymaselésung enthielten etwa 50 Co pro Kubikzentimeter. 


1) Euler u. Malmberg, Diese Z. 235, 97 (1935). 

*) Beim Menschen scheint Blut verhiltnismiBig arm an Ascorbinsiure 
zu sein, z. B. nach Grabbe 0,7—1,2 mg pro 100 ccm Serum bzw. Blut. — 
Uber Methodik der Bestimmung in Blut vgl. v. Eekelen, Emmerie, 
Josephy u. Wolff, Klin. Wschr. 13, 564 (1934); v. Eekelen, Nature 
136, 144 (1935). 

















Meer. 
ehend 
. von 
Dn als 


yrbin- 


, Be. 


afibri- 


kalter 
ysiert 


triert 


aben 
schen 
itisch 


rund- 
(fast 
chsel 


nchen 
Phos- 
Kon: 
n Co- 


isiiure 
ie 
erie, 
lature 














Tabelle 1. Normaltiere. 


Pp in der Mischung 7,5—8,0. —Temp. 30°. 
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Datum 
der 
Versuche 


93. 4. 36 


15. 5. 36 





0,5 n 
Substrat 


ccm 


(ES) 


(ES) 
Lactat 


”? 
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(ES) 
(ES) 
Lactat 
(0,25 cem) 
Fumarat 


” 
Succinat 


” 


(ES) 
(ES) 
Malat 


bb] 
Citrat 


”? 








Co-Zymase- | Flavin- 
lésung enzym 
ecm ecm 
0,2 0,2 
it 0,2 
0,2 0,2 
na 0,2 
0,2 0,2 
a 0,2 
0,2 0,2 
“es 0,2 
0,2 0,2 
wn 0,2 
0,2 ~— 
0,2 0,2 
isi 0,2 
0,2 0,2 
oo 0,2 
0,2 0,2 
ie 0,2 








Wasser 





Entfairbungs- 
zeit 
Minuten 


13 
12 
14 
14 


25 
27 
17 
18 
19 
21 
20 
17 


20 
18 
17 
16 
27 
28 


Die letzte Spalte enthilt Mittelwerte aus 4—10 Einzelmessungen. 


Die Muskeln enthalten selbst viele gute Donatoren’), so dab 
auch zugesetztes Lactat die Entfarbungszeit nicht immer ver- 
kiirzt, zuweilen sogar etwas verlangert. Die Dehydrierung durch 
die Kigensubstrate (ES) der frischen Muskeln (Glykogen, schwer 
dialysierbare Zucker-Protein-Verbindungen) wird durch Co-Zymase- 
zusatz nicht oder nur wenig gesteigert. Der frische Muskel scheint 
die ihren Apo-Dehydrasen entsprechenden Mengen Co-Zymase zu 


| besitzen, aber keinen Uberschu8 davon. Die Wirkung auf Citrat 
' ist geringer als auf Malat. Auch bei Versuchen mit dialysiertem 
| Muskelextrakt fanden wir im Gegensatz zu fritheren Autoren?) keinen 
_ beschleunigenden EinfluB durch (hochgereinigte) Co-Zymase. Wird 


Succinat als Substrat zugesetzt, so kommt es vor, daB Co-Zymase- 
zusatz ein wenig hemmt’), Wegen der Anwesenheit nicht genau 


bekannter Eigensubstrate sind die Vorginge hier nicht immer 


_ *) Vgl. Euler, Nilsson u. Jansson, Diese Z. 165, 121 (1927); 
Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12, 15 (1936). 
‘) Dagegen in Ubereinstimmung mit Reichel u. Neeff, Diese Z. 240, 


163 (1936), 


*) Vgl. hierzu Euler, Biochem Z. 286, 72 (1936). 
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klar. Nach kurzer Zeit tritt im Muskel Zerstérung der (\. 
Zymase ein, so daB dann Zusiitze dieses Co-Enzyms stirker be. 
schleunigen. Auch die Robisonester-dehydrase des Muskels wird 
durch Co-Dehydrase II aktiviert; worauf eine kleine Aktivieruns 
dieser Dehydrasewirkung durch Co-Zymase beruht, kénnen wi; 
noch nicht sagen. 


Eigenschaften der Blutzellen normaler und skorbutischer 
Meerschweinchen. 

Der Gehalt an Phosphatestern ist ftir den Stoffumsatz, 
und besonders den Kohlenhydratumsatz in roten Blutzeller 
wesentlich. Die Phosphatverteilung (anorganisches PO,, leicht 
hydrolysierbare und schwer hydrolysierbare Phosphatester) wurden 
kiirzlich von Euler und Brandt?) untersucht. Nach 1 stiindiger 
Hydrolyse betriigt der hydrolysierbare P in Prozent des Gesamt-P 
bei Meerschweinchen?) 20°/,. Der absolute P-Gehalt der roten 
Blutkérperchen in 1 ccm Meerschweinchenblut laiBt sich zu etwa 
240 y angeben. Auffallend sind die bei Meerschweinchen sehr 
groBen Werte der schwer hydrolysierbaren Ester (vermutlich 
Diphosphoglycerinsiure). 

Phosphatasen sind vorzugsweise im menschlichen Blut, 
und zwar in normalem und pathologischem untersucht worden’, 
Angaben iiber Kaninchenblut findet man bei Hori‘). Angaben 
iiber Phosphatasen in Meerschweinchenblut haben wir nicht ge- 
funden. Auch iiber das Vorkommen von Heterophosphatese und 
sonstigen Komponenten des Umphosphorylierungssystems war 
noch nichts bekannt. 

Nach Roberts‘) ist die Blutphosphatase bei Animien ver- 
mehrt ebenso bei chronisch-myeloischer Leukamie®). 

Hexose-Monophosphorsiiure (Robisonester) wird enzymatisch 
dehydriert. Die Robison-Ester-Dehydrase ist eine Apo-Dehydrase. 
welche nur durch das von Warburg und Christian in roten 
Pferdeblutzellen entdeckte Co-Ferment’) aktiviert wird, nicht aber 


) Euler u. Brandt, Diese Z. 240, 199 (1936); vgl. auch Dische, 
Triosephosphorsiureester durch himolytische Erythrocyten. 

*) Vgl. hierzu auch Freudenberg, Z. Kinderheilk. 5%, 427 (1930). 

*) Robison, Markland u. Mitarb., Biochemic. J. 18, 1152 (1924) 
19, 117 (1925). 

‘) Hori, J. of Biochem. 16, 433 (1932—33). 

5) Roberts, Brit. med. J. 1933, Nr. 3773. 

°) ITwatsuru u. Minami, Biochem. Z. 268, 394 (1934). | 

*) Warburg u. Christian, Biochem. Z. 242, 206 (1931); 274, 11: 
(1934); 275, 464 (1935). 
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durch Co-Zymase. Hexose-Diphosphat wird von Erythrocyten nur 
langsam angegriffen. 

Phosphagen (30 mg per os) itibt nach Suzuki’) einen stark stimu- 
lierenden Effekt auf das rote Blutbild von Kaninchen. 

Blutzucker bei normalen und Hunger-Meerschweinchen, Gott- 
Wit # denker (Biochem. Z. 281, 128 (1935)}. 

In Leukocyten wurden Phosphatesen bei menschlicher 
Animie von Iwatsuru und Minami?) studiert. Uber den Phos- 
phatstoffwechsel der Leukocyten in Meerschweinchen lagen noch 
keine Versuche vor. 


* Eine Untersuchung von H. Winberg und K. M. Brandt in 
cht diesem Institut (unveréffentlicht) zeigte einen bemerkenswert hohen ; 
len Gehalt von ,,Pyrophosphat-Phosphor* (leicht hydrolysierbarem Phos- 
rer phor, P,—P,); dieser Gehalt ist etwa 20mal héher als bei den 


=P Erythrocyten. 
Auch der Co-Zymase-Gehalt der Leukocyten ist verhiltnis- 


wa miBig hoch. 
hr Euler und Myrbiack’) hatten im Blut skorbutischer Meer- 
ch schweinchen einen niedrigeren PO,-Gehalt festgestellt als im Blut 
normaler Meerschweinchen. Euler und Brandt‘) fanden in guter 
ut. Ubereinstimmung hiermit in den Erythrocyten skorbutischer Meer- 
.\, IE schweinchen sowohl Abnahme des Totalphosphates wie des Kster- 
en phosphates. Die Hydrolysenkurve wich jedoch nur unbedeutend 
10. von derjenigen des normalen Meerschweinchenblutes ab. 


Ascorbinsiure und Blutzellenbestand 
bei reinem Skorbut. 


oT Skorbutische Animie ist bei Menschen und bei kleineren 

Laboratoriumstieren oft beschrieben, nie aber als primares Sym- 
ch ptom erwiesen worden; vielmehr machen die meisten Beschrei- 
30, bungen der skorbutischen Animie den Eindruck eines nicht ein- 
el heitlichen Erscheinungskomplexes. Bei Versuchstieren waren oft 


er die Diiten solche, daB gleichzeitig Skorbutsymptome und Mangel 
an roten Blutkérperchen auftreten konnten, so daB man nicht 
instande war, bestimmte Veriinderungen des Blutbildes mit Sicher- 
heit dem Mangel an bestimmten Nahrungsbestandteilen zuzuordnen. 
): Kine solche schirfer prizisierte Zuordnung ist aber unerliBlich 


1 U. Suzuki, Nakahara u. Inukai, Sci. Papers I. P. C. R. 28 (1935). 
*) Iwatsuru u. Minami, Biochem. Z. 268, 394 (1934). 

5) Euler u. Myrbick, Diese Z. 148, 180 (1925). 
‘) Euler u. K. Brandt, Diese Z. 240, 199 (1936). 
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fir den Versuch, Zusammenhinge zwischen Ascorbinsiuregehali 
und Blutzellenbestand eines Organismus vom biochemischen Stand- 
punkt aus aufzuklaren. Was zunichst die Definition des reine 
Skorbuts betrifft, so ist derselbe gekennzeichnet 

1. Durch die Hamorrhagien, und zwar die Blutungen a) der 
Knochenmuskulatur, b) des Zahnfleisches und c) des subcutanen 
Gewebes, wihrend Blutungen der inneren Organe verhiltnismiibig 
selten, Blutungen im Gehirn noch seltener sind; | 

2. Durch die Verainderungen der Knochen und des Zahn- 
gewebes. 

a) Die Verinderungen an den Knochen treten am deutlichsten 
hervor an den Rippen sowohl beim Menschen wie beim Meer- 
schweinchen. Die besonders von Aschoff und Koch (1918) ein- 
gehend studierten Verinderungen der enchondralen Knochen 
bestehen in einem Riickgang der knochenbildenden Zellen. Solche 
Verinderungen fiihren bei jungen Individuen zum sog. Rosenkranz, 
der charakteristischen Anschwellung des Uberganges Rippenknorpel 
zum Rippenknochen. Die direkten Beobachtungen dieser meist 
leicht erkennbaren Anschwellungen kénnen noch durch Réntgen- 
aufnahmen des Brustkorbes ergiinzt werden (Géthlin). 

b) An den Zahnen macht sich der Skorbut besonders be- 
merkbar durch die Degeneration der Odontoblasten und durch 
die Resorption und die verhinderte Neubildung des Dentins. Diese 
Erscheinungen wurden von A. Héjer') und von G. Vestin?) zur 
Grundlage einer quantitativen Bestimmung des Skorbuts gemacht. 

3. Das oft leichter feststellbare Anzeichen von skorbutischer 
Erkrankung ist der subnormale Ascorbinsiuregehalt in den sonst 
daran reichen Organen (Nebennieren, Leber, Gehirn). 

Bei echtem Skorbut miissen diese Anzeichen vorhanden sein, 
und zwar treten dieselben mit ziemlicher RegelmaBigkeit am 
20.—26. Tage der Ascorbinsiure-freien Ernihrung auf. Auf die 
oben unter 1. und 2. genannten histologischen Verinderungen 
brauchen wir hier nicht einzugehen. Was den Ascorbinsiure- 
Gehalt der verschiedenen Organe betrifft, so kénnen wir uns 2u- 
nachst auf unsere friiheren Ergebnisse stiitzen*). In skorbutischen 


1) A. Héjer, Studies in scurvy, Acta ped. 1924. 

*) G. Vestin, Zahnverinderungen in Fillen von Skorbut bei Homo, 
Stockholm 1931. 

*) Vgl. auch eine neuere Untersuchung von Mélka, Pfliigers Arch. 23%, 
216 (1936), wonach der Ascorbinsiiure-Gehalt C-frei ernihrter Meer- 
schweinchen unter 4°/, des Normalwertes sinkt. 
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Meerschweinchen sind hier die folgenden Ascorbinsiure- Werte’) 
gefunden worden: 


mg Ascorbinsiure pro g Organ 


. Nebennieren Gehirn 
Altere Versuche. .. . 0,2—0 0,04—0 
Neuere Versuche 
Meerschweinchen Nr. 88 0 0,05 
91 0 0,035 
87 0 0 
226 Spuren Spuren 
228 ” ” 


In diesem Zusammenhang bleibt zu erwigen, in welcher Weise 
die Ascorbinsiure-wirkung auf das Blutbild mit dem EinfluB des 
Kisens und des Kupfers zusammenhingen kann. Die auberordent- 
lich starke katalytische Wirkung des Eisens auf die Oxydations- 
katalyse der Ascorbinsiure ist durch Versuche von Euler, Myrbick 
und Larsson?) nachgewiesen worden. Durch ihre Reduktions- 
Fihigkeit ist die Ascorbinsiure an der Bildung von Hamochro- 
mogen beteiligt, wie wir schon friiher hervorgehoben haben. Unter- 
suchungen des Cu- und Fe-Einflusses auf die Bildung von Leuko- 
cyten und Reticulocyten sind in Aussicht genommen. 

Ascorbinsiure beeinflu8t nicht nur oxydo-reduktive Systeme, 
Karrer und Zehender wiesen zuerst eine Beschleunigung der 
Kathepsin-Wirkung durch Ascorbinsiure nach®*), die vielleicht 
mit einer gegenseitigen Beeinflussung von Ascorbinsiure, SH- 
Verbindungen und Schwermetallsalzen zusammenhingt*). Die 
Aktivierung der Hefenphosphatase, welche nach den Versuchen 
von T. Svensson durch Ascorbinsiure eintritt®), diirfte eine 
nicht unerhebliche Reichweite hinsichtlich des enzymatischen 
Kohlenhydratstoffwechsels haben. 


1) Auf die auBerordentlich groBe Literatur iiber die Methodik der 
Ascorbinsiurebestimmung gehen wir hier nicht ein und kénnen auf friihere 
Untersuchungen aus diesem Institut hinweisen. Euler u. Martius, 
Diese Z, 222, 65 (1933); Biochem. Z. 271, 9 (1934); Euler u. Burstrém, 
Biochem. Z. 283, 153 (1935). AuBerdem besonders Harris u. Ray, Lancet 
1935, I 71. 

*) Euler, Myrbick u. Larsson, Diese Z. 217, 1 (1933). Uber den 
EinfluB kleiner Cu-Mengen auf die Mb-Reduktion durch C-Vitamin vgl. 
Euler u. Malm, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 11B, Nr. 9 (1933), In der 
Leber von Meerschweinchen ist die Cu-Menge stark vom Alter abhingig. 
Cunningham fand [Biochemic. J. 25, 267 (1931)] in der Leber erwachsener 
Meerschweinchen 17 mg Cu pro kg Trockengewebe; bei Féten 122 mg. 

*) Karrer u. Zehender, Helvet. Chim. Acta 16, 701 (1933). 

4) Euler, Karrer u. Zehender, Helvet. Chim. Acta 17, 157 (1933). 
*) Euler, Sv. Kem. Tidskr. 47, 16 (1935). 
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Gewichtsinderung. Fiir die Beurteilung des Zustandes 
Ascorbinsiure-frei ernéhrter Meerschweinchen?) ist ferner ihre 
tigliche Gewichtsinderung maBgebend. Wiahrend, wie oben er- 
wihnt, die im Wachstum befindlichen normalen Versuchstiere 
zunehmen, wie die nachstehende Fig. 3 zeigt, machen sich he; 
C-freier Kost in den Versuchsgruppen der Fig. 1 und 2 verschiedene 
Wirkungen geltend, was darauf beruht, daB die beiden Gruppen 
verschiedene Stimme betreffen. Bemerkenswert ist die Beobachtung, 
daf die sehr mageren Tiere nur sehr unregelmifig stiirkere makrosko- 
pische Skorbutsymptome zeigen, wiihrend bei ganz gleichem C-Mangel 
in der Nahrung der Skorbut bei den Tieren der Fig. 2 sehr deutlich 
wird. _19Tage 
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1) Unsere Ergebnisse an Meerschweinchen, dab Mengen von Ascorbin- 
siure, die an und fiir sich zur Verhiitung des Skorbuts ausreichen, un- 
geniigend sind, wenn man gleichzeitig Vitamin A zugibt, ist in einer be- 
merkenswerten Untersuchung von Wendt u. Schréder in der Klinik 
Stepps bestitigt und erweitert worden. Bei gleichzeitiger Zugabe von 
entsprechenden Dosen Ascorbinsiure gelangt die A-Hypervitaminose nach 
gro8en Dosen Vitamin A nicht zur vollen Entwicklung. Die nach Vitamin 
A-Fiitterung eintretende Anreicherung der Leber mit Vitamin A wird bei 
gleichzeitiger Verabfolgung von Ascorbinsiure in betriichtlichem Ausmad 
verhindert [Stepp u. Schroder, Klin. Wschr. 15, 548 (1936)]. 
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Blutzellenbestand skorbutischer Meerschweinchen. 


Tabelle 2. 


Die in dieser Tabelle aufgenommenen Tiere hatten beim Beginn des Ver- 
suches ein Gewicht von 400—500 g, waren also bereits verhiltnismibig alt. 





Meer- Erythrocytenzahl per emm Getitet 
schwein- (in Millionen) nach Tagen oe 
chen nach Tagen skorbutischer Kost C-freier - 
. Cae K Obduktion 
Nr. [g—10 |21-23! 27 | 381 | 39 ost 
650 6,2 6,6 an | - | = roe | “ins 
651 6,0 9,8 = _ | —_— — 
644 — | — | 600 | 649; — 3 
645 — | — | 676 | 654, — 34 isis 
647 | — | — 632] — | 69 39 , 
648 — | — 668! — § 6,95 39 ° Skorbut 
646 —- | — 6,56 -— _ 35 
649 — — 712 — _ 41 














Tabelle 3. 

Die in dieser Tabelle aufgenommenen Tiere hatten beim Beginn des Ver- 
suches ein Gewicht von 250 g und nahmen bei Ubergang zur skorbutischen 
Kost unmittelbar an Gewicht ab (vgl. Fig. 1). 














Meer- | Erythrocytenzahl per cmm Getitet 
schwein-| (in Millionen) nach Tagen | nach Tagen Beobachtungen 
chen skorbutischer Kost C-freier bei der 
: hicinmtticas ainsi niaient iach Obduktion 
Ne. 4 | 18 |21—23| 29 Rost 
89 7,11 | 6,16 | 807 | — 26 Schwacher Skorbut 
90 6,83 | 6,13 | 7,5 — 28 Keine Anzeichen von 
| | Skorbut 
91 6,94 | 6,03 | 6,21 | 7,01 29 Ziemlich starker 
| | | Skorbut 











Tabelle 4. 


Die in dieser Tabelle aufgenommenen Tiere hatten beim Ubergang zur 
skorbutischen Kost zu Beginn des Versuches ein Gewicht von 200—250 g 
und nahmen ungefihr 14 Tage an Gewicht zu, worauf die Gewichtskurve 

steil abfiel (Vgl. Fig. 2). 








Erythrocytenzahl per cmm 
Meer- (in Millionen) Beobachtungen 
schweinchen nach Tagen skorbutischer Kost bei der 
Nr. = . : afghan Obduktion 
1 6—7 | @%—28 
223 5,24 | 6,40 | 3,76 
224 544 5,72 4,03 | 
226 5,29 | -- | 3,48 Starker Skorbut 
227 5,65 ae ae | 
228 6,53 a Bae 
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Bei obiger Diat trat bei den ilteren Tieren keine wesent- 
liche Anderung der roten Blutzellen ein. Auch bei relatiy 
jungen Tieren, an welchen sich der Skorbut schneller ausbildete, 
ist die Abnahme der Erythrocytenzahl unsicher und wechselnd. 

Was die Frage betrifft, ob durch Verfiitterung mit Ascorbinsiure eine 
Erhéhung der Erythrocytenzahl eintritt, so hat Kreitmeyer’) solche Ver- 
suche an Katzen angestellt, welche durch Injektion von Saponin (0,4 mg 
per Kilogramm Ko6rpergewicht) aniimisch gemacht worden waren. Er gibt 
an, dab ,,Ascorbinsiure sowohl parenteral wie verfiittert eine regenerierende 
Wirkung auf das Blutbild saponin-animischer Katzen ausiibt“ (5 Versuchs- 
tiere; mittlere Zunahme 20 °/,). 

Die Milchdiat hatte bei den Versuchen von Steenbock und 
seiner Schule bei Ratten zu deutlicher Animie gefiihrt. Es war 
fiir die Beurteilung unserer Versuche an Meerschweinchen not- 
wendig, den EinfluB von C-Avitaminose und Milchdiiat ab- 
zugrenzen. 




















Tabelle 5. 
Erythrocytenzahl nach Diat mit C-freier Milch und Zwieback. 
Meer- Erythrocyten (in Millionen) nach Tagen Beob- 
a ie a Milch-Zwieback-Diiit achtungen 
N bei der 
iNT. - ———___—_— -——_——— q 
4 | 8 (12-13) 18 | 23—25 | 29 | Obduktion 
86 6,86 | — | 545 | — |496,3,13; — 
87 5,82 | — | 6,38 — |5,86,342 — 
88 7,51 5 — (fp — |3,25,3,42 — 
202 — | 5,85 le ~— i. a 2.8 Schwacher 
203 — | 5,99 _ an 2,82 |¢ Skerbut 
238 — | — | 549 | 638 | 3,05 io 
234 — | — | 587 | 4,81 | 4,51 _ 
235 — | — | 5,81 | 4,39 | 4,39 _ 
222 — — — — | 3,55 — zieml. stark. 
221 — --- _- — | 8,07 - Skorbut 











Ohne auf die groBe Zahl von Beobachtungen einzugehen, bei 
welchen es sich um Nahrungsmingel ganz uniibersichtlicher Art ge- 
handelt hat, seien hinsichtlich unseres Problems: Ist das Blutbild 
von der Zufuhr von Ascorbinsiure abhangig? nur folgende 
Arbeiten erwahnt: 

Nach Jonas’) nehmen Hiamoglobin und Erythrocytenzahl bei 
Meerschweinchen nach Entzug von antiskorbutischem Vitamin ab. 


’) Arch. f. exper. Path. 176, 326 (1934). 
*) Mschr. Kinderheilk. 26, 545 (1923). 
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it- [ Mettier, Stacy, Minot, George, Townsend und Wilmot?) 
tiv — fanden bei aniimischen Menschen eine durch Ascorbinsiiure ver- 
te, FF anlabte Reticulocytenbildung. 

ud. § Mettier und Chew?) gingen von Ergebnissen von Meyer 
ne fF und McCornick aus — wir werden in einer anderen Mitteilung 
“a hierauf zuriickkommen — und haben folgende Versuche mit Meer- 


schweinchen angestellt: 


de : In einer Gruppe von 10 Meerschweinchen zeigten sich skorbutische 
s- % Symptome nach 10—15 Tagen nach Beginn der skorbut-erzeugenden Diiit 

' and der Tod trat gewohnlich zwischen dem 21. und 30. Tage ein. Gleich- 
d | zeitig mit dem Hervortreten von skorbutischen Anzeichen entwickelte sich 


eine Anéimie. ( 
In allen Tieren erschienen die Reticulocyten, welche wiihrend der 
| Kontrollperiode weniger als 1°/, betrugen, in miBig ansteigender Anzahl 
, in dem MaBe, als die Aniimie zunahm. Ein schlieBlicher Anstieg der Reti- 
' culocyten von 5—10°/, wurde beobachtet. 


lt is concluded from these experiments that the lack of vitamin C 
from the diet of the guinea pig results in an profound anemia that is com- 
panied by definite cytological changes in the bone marrow indicative of 
retarded production of red blod cells“. 


Stepp, Kiihnau und Schroeder betonen in ihrer Mono- 
graphie folgendes: 

,Beim Menschen hat sich eine direkte Einwirkung auf Hiimoglobin 
und Erythrocyten nicht erkennen lassen“ (Béger und Martin). 

Durch alleinige Vitamin C-Darreichung gelingt es weder bei sekundiren 
noch bei himolytischen Animien, eine Besserung des Blutbildes zu erzielen. 
Fiir gewisse Beziehungen zwischen dem Vitamin C und dem blutbildenden 


System spricht allerdings der nach intravenéser Zufuhr des C-Vitamins be- 
obachtete Reticulocytenanstieg im Blute [Seyderhelm und Grebe’)]. 


Leukocytenzahl bei reinem Skorbut 
(Kost C-frei, nach Simola). 


Schon unsere ersten Versuche ergaben eine auffallend niedere 
Zahl der weiBen Blutkérperchen. 


") Amer. Med. Assoc. 95, 1089 (1939). 

*) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med, 29, 11 (1931/32). 

*) Vitamine u. Blut, Barth, Leipzig 1935. — Die Verff. schreiben 
8.23: Die Klinik des Skorbuts beschreibt ausgesprochen animische Zu- 
stinde, die aber wohl in erster Linie auf den Blutverlust (Schleimhaut- und 
Hautblutungen) zuriickzufiihren sind. Eine spezielle Frage fiir sich ist es, 
ob die Animie bei Sprue, welch letziere wahrscheinlich eine kombinierte 
Avitaminose durch Mangel der Vitamine B und C darstellt, nach dieser 
Kichtung evtl. einen Fingerzeig gibt. 
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Tabelle 6. 





encom, 





Meerschweinchen | Leukocytenzahl pro cmm bei skorbut. Kost oe 
> ——$_$$___—___ ———_____- ei der 
Nr. nach 6—7 Tagen nach 27—29 Tagen| Obduktion 
293 7 2m —.  .. 
224 5450 2125 | iia 
226 8425 5000 Pog 
227 7500 2750 | en 
228 5025 3 700 








In der Versuchsserie tritt eine eindeutige Beeinflussung der 
Leukocytenzahl hervor. Die ausgesprochen negativen Ergebnisse 
von Stepp und seinen Mitarbeitern (Biger und Martin) machen 














Bs : : ; . Sim 
es natiirlich notwendig, die Bedingungen ausfindig zu machen, 
; te spri 
unter welchen eine solche Abnahme von Leukocyten eintritt und tats 
unter welchen Bedingungen Zusatz von Ascorbinsiure oder Zusatz +0 
des Faktors J diese Leukopenie (Leukocytenavitaminose) zum Ver- Deh 
schwinden bringt. | 
Die Abhiangigkeit der Reticulocyten') und der Thrombocyten’?) & 
des Meerschweinchenblutes vom Ascorbinsiuregehalt der Organe — ™2 
soll in einer folgenden Mitteilung untersucht werden ®). | ak 
: : pF 68C 
Skorbut und Animie. 
Tabelle 7a. : 

Leukocytenzahl bei C-freier Milch und Zwieback. Lu 
Meer- Leukocytenzahl per emm C-freie Milchdiit Beob- Co- 

schwein- nach Tagen achtungen 
chen [— Padeemasutidbepiahindene situs Web der ] 

Nr. 9—12 18—19 | 24 25 26—29 Obduktion 
86 — | — — — 3800 : V0, 
87 -~— | — _ 2450 ir 
233 9575 | 9750 — 10850 oo — 
234 10175 | 8025 | 4550 4100 _ mre 
235 8325 | 8950 | 4100 one ssi Skorbut 0.6 
202 8325 | — — — 4500 ~ 

203 8350 | —_ — — 6325 |° 

222 — ne es — 1550 zieml. stark. ~ 
221 — |; — | = — 1625 Skorbut 0,: 
1) Uber die Abhiingigkeit der Reticulocyten des Menschenblutes vg. : 0,: 
Seyderhelm u. Grebe, Vitamine u. Blut, Barth, Leipzig 1935. 0,: 


?) Nach Boger u. Martin [Miinch. med. Wschr. 82, 899 (1935)] ver- 
ursacht C-Vitamin-Zusatz Thrombocytenbildung. 
8) Gewisse Beziehungen der Thrombocyten zum Vitamin A-Gehalt sind 


friiher vermutet worden (Cramer u. Kingsbury, Brit. J. exper. Path. 5, mal 


300 (1924)]). — Vgl. auch Stepp, Kiihnau u. Schroeder, Die Vitamine J Was 


und ihre klinische Anwendung, Enke, Stuttgart 1936. fF oWel 








fen 





Tabelle 7b. 


Diit: Simolas Grundkost + 1,2 mg Ascorbinsiiure per Tag. 
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Erythrocyten (in Millionen) 


nach Tagen 








Meer- Leukocyten 
schweinchen nach Tagen 
- 50 100 50 
3 | 12450 
7 7700 7,36 
1: 8 55( 6.34 








100 


Diese Versuche zeigen, daf bei einer Dit, bestehend aus 
Simolas Grundkost + Ascorbinsaéure, Animie nicht eintritt. Es 
spricht dies also dafiir, daB die Leukopenie in obiger Tabelle 
tatsiichlich mit der Ascorbinsiure zusammenhingt. 


Dehydrase-Versuche mit Beinmuskulatur nach Ascorbinsaure-freier Kost. 


Die Dehydrase-Wirkung, welche an der Beinmuskulatur nor- 
maler Meerschweinchen gemessen worden war (vgl. 8.124), wurde 
nun an der entsprechenden Muskulatur skorbutischer Meer- 


schweinchen untersucht. 


Zu jedem Versuch 0,1 ¢g Muskel in 0,25 cem 0,5n-Phosphatpuffer. 





Co-Zymase- 
losung 
eem 


0.2 (798) 


|< 
. 
io | 
oo) 


, 
orn 


bo bo 


Feaue il comm 
as 





0,5 n-Substrat- 


losung 
ccm 


(ES) 


(ES) 
(ES) 
0,25 Lactat 
0,25 ,, 

0,25 








0,25 Lactat 
0,25 ,, 
0,25 ,, 





Tabelle 8. 
Flavinenzym- Wasser 
lésung 
eem ccm 
0,2 0,35 
Lm 0,35 
Po 0,75 
0,2 0,10 
= 0,30 
_ 0,50 
a 1,00 
a 0,75 
-_ 0,75 
n 0,50 
0,25 0,25 











Entfirbungszeit 
in Minuten 
31.3. | 28.5. 
238 21 
16 
20 20, 18 
12 
9 10 
16 12, 16 
110 
96 
108 
76 
43 


Im Vergleich mit normalen Meerschweinchen haben wir mehr- 
mals die Entfarbungsgeschwindigkeit durch ES geringer gefunden, 


was also auf eine Abnahme der EKigensubstrate (ES), méglicher- 
Die 


weise des Glykogens im skorbutischen Muskel hindeutet. 
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Abnahme der untersuchten Muskeldehydrierungen ist aber keineswegs 
charakteristisch, denn sie tritt nach Verfiitterung unserer Grund- 
kost + Ascorbinsiure in dhnlicher Weise auf, wie in anderem 
Zusammenhang mitgeteilt wird. 


Auch im skorbutischen Muskel ist der Vorrat an Eigen- 
substraten bei jiingeren Tieren noch erheblich. Bei dlteren Tieren 
ist der Kigensubstratgehalt und der Gehalt an Dehydrasen gering. 

Zusatz von Flavinenzym aktiviert die Dehydrasensysteme des 
Muskels nicht weiter. 

Die Co-Zymase ist auch im skorbutischen Muskel ausreichend 
vorhanden; die Co-Zymasebildung ist also durch C-Mangel nicht 
gehemmt. Inwieweit Aktivierung und Hemmung durch Co-Zymase 
bei unseren Versuchen mit einem Schwermetallgehalt zusammen- 
hingt, haben wir an unserem Material noch nicht untersucht’, 


Die hormonale Beeinflussung des Blutbildes, besonders 
der Leukocyten und der Reticulocyten, iiber welche bis jetzt 
nur wenige Angaben vorliegen, soll in diesem Institut einer 
eingehenden Untersuchung unterworfen werden, besonders in Riick- 
sicht auf die Avitaminosen, welche sich in einer erhéhten Infek- 
tions-Empfindlichkeit iuBern. In zablreichen Arbeiten ist hervor- 
gehoben worden, daB das Blutbild von zentralnervésen EKinfliissen 
direkt und stark beeinfluBt werde. Beziehungen zur Zufuhr von 
Nahrungskomponenten kénnen dadurch oft von gréBeren Effekten 
iiberlagert werden?) und nicht in Erscheinung treten. Fiir unsere 
biochemische Problemstellung besagt dies, daB Veriinderungen des 
Blutbildes veranlaBt werden kénnen durch sehr viel kleinere 
Mengen spezifischer Stoffe, als im allgemeinen den Vitaminkonzen- 
trationen entspricht und daB es sich also um Reizwirkungen von 
minimalen Hormonmengen handeln kann, wie sie von Nerven aus- 
geschieden werden’), Unsere Untersuchung wird deswegen mit 
Zusiitzen von Nerven- und Gehirn-Extrakten fortgefiihrt. 


1) Vel. Euler u. Adler, Diese Z. 232, 10 (1935); B. Andersson, 
Diese Z. 235, 217 (1935); Wagner-Jauregg u. Rzeppa, Diese Z. 240, | 
(1936). Euler u. Adler fanden einen gewissen Grenzwert, unterhalb dessen 
das Cu nicht mehr wirkt, vermutlich weil Eiweif bindet. Wagner-Jauregg 
findet in seinem Material einen starken Kupfergehalt, der bei uns nicht an- 
getroffen wurde. 

*) Uber die vegetative Regulation der Erythropoese liegen jedenfalls 
noch keine eindeutigen Ergebnisse vor. 

5) Mansfeld sowie Asher und seine Mitarbeiter fanden, daB Schild- 
driisenhormon die Bildung der roten Blutzellen foérdert. 
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Im AnschluB an die friiheren Arbeiten dieses Institutes 
mit Thyroxin und Adrenalin wurden Versuche in Angriff ge- 
nommen, von welchen hier einige orientierende Beobachtungen an- 
cefihrt seien: 


7 Meerschweinchen wurden bei normaler Diit gehalten, nimlich: 
Simolas Grundkost + Apfelsinensaft + Kohlriiben. 


Die Tiere erhielten die Injektionen imal tiglich subcutan, in der in 
den Tabellen angegebenen Menge. 


Tabelle 9. 


























Meer- Erythrocytenzahl (in Millionen) 
schweinchen Injektion nach Beginn des Versuchs 
Nr. Be ae ee ee iit eee eee 
1Tag | 16Tage | 18 Tage 
209 , 6,03 4,98 4,98 
210 bo ang 623 | 659 | 568 
211 piece ai i 558 | 487 | 3,94 
Anfang | 7 Tage | 9 Tage 
212 5,64 3,81 4,34 
213 Adrenalin 5,53 | 4,77 4,19 
214 { 2—4y 5,93 =| Ss 8,85 4,00 
215 5,04 4,74 3.96 
Tabelle 10. 
Meer- ron Leukocytenzahl 
schweinchen Injektion Paes eee Cia 
Nr. 1Tag | 16Tage | 18 Tage 
209 5200 | 10125 | 7900 
210 | bade 5350 | 8875 | 10200 
211 J u 8000 8375 | 9125 
Anfang 7Tage | 9 Tage 
212 6950 | 6150 | 8225 
213 Adrenalin 6700 | 8575 | 7425 
214 | 9-47 12900 14875 | 14500 





Aus den verhiltnismifig wenigen Versuchen, welche in den 


beiden obigen Tabellen angegeben sind, scheint hervorzugehen, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIII. 10 
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daB die Injektion von Thyroxin’) wie auch von Adrenalin eine 
Verminderung der roten Blutzellen herbeigefiihrt hat. 

An den gleichen Tieren wurden auch die Leukocyten geziihit 
und es wurde durchweg eine Erhéhung dieser weiBen Zellen ge- 
funden. Dieses auffallende Ergebnis bedarf der Bestitigung, um so 
mehr, als dieser hormonale Ejinfluf in vieler Hinsicht von er. 
heblichem Interesse wiire. In Hinsicht auf die in dieser Mit. 
teilung besprochenen Wirkungen seien noch einige friihere Lite. 
raturangaben mitgeteilt: 

Nowordworski fand eine Leukocytose nach Injektion von Adrenalin?) 
Nach Waltershofer tritt bei wiederholter Adrenalinzufuhr Hypertrophie 
des Knochenmarks ein. Auf die Monographie von Stepp, Kiihnau und 
Schroeder (S. 82) soll hier verwiesen werden. Eine vor mehreren Jahren 
in diesem Institut ausgefiithrte Untersuchung hatte ergeben, daf Adrenalin- 
injektionen den Ascorbinsiiuregehalt der Nebennieren herabsetzen. 

Sowohl bei der Einwirkung von Thyroxin als bei der Kin- 
wirkung von Adrenalin diirfte die Wirksamkeit sehr weitgehend 
beeinfluBt werden durch die Bindung dieser Hormone an spezifische 
Eiweibkérper, mit denen Hormozyme entstehen. Die auber- 
ordentlich kleinen Konzentrationen, in welchen gerade das Adrenalin 
seine physiologischen Wirkungen ausiibt, deuten darauf hin, dai 
das Hormon, das zum grofen Teil frei im Blut kreisen diirfte, in 
gewissen Geweben durch ligatorische EKiweiBgruppen zur Wirkung 
gebracht wird. 

Nach Mosonyi’) nimmt beim Meerschweinchen durch Zufubr 
von Schilddriisenhormon der C-Gehalt der Leber und der Neben- 
nieren stark ab. 


Dehydrase-Versuche 
mit Nebennieren normaler und skorbutischer Meerschweinchen. 


Unsere Untersuchung der hormonalen Beeinflussung des nor- 
malen und des skorbutischen Blutbildes hat orientierende Ver- 
suche (Thunberg-Methodik) veranlaBt iiber die Dehydrierung im 
System Nebennierengewebe, Substrate (Adrenalin, Ascorbinsiiure’. 


1) Durch Thyroxininjektion konnten wir in diesem Institut die wachs- 
tumsbeschleunigenden Wirkungen von Carotin nicht nur aufheben, sondern 
iiberkompensieren [Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10B, Nr. 20 (1932); Sv. Kem. 
Tidskr. 44, 233 (1932)]. Im Anschlu8 daran haben Euler u. Enderlein 
(Biochem. Z. 261, 226 (1933)] an Leberschnitten thyroxinbehandelter Tiere 
eine Erhéhung der Sauerstoffzehrung von etwa 25°/, nachweisen kénnen. 

*) Nowordworski, Fol. haemat. (Lpz.) 33, 7 (1926). 

3) Diese Z. 237, 173 (1935). 
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Mit der Thunberg-Methodik und mit Muskeldehydrasen ist von 
Ahlgren der Kinflu8 des Adrenalins erstmalig und mit be- 
merkenswerten Resultaten studiert worden. In diesem Institut 
jst die Rolle der Ascorbinsiiure bei der enzymatischen Mb-Ent- 
firbung und die Wechselwirkung Adrenalin—Ascorbinsiure Gegen- 
stand von Untersuchungen gewesen. Es wiirde hier zu weit 
fiihren, auf diese mannigfachen Beziehungen, auf die wir spiiter 


’ suriickkommen, einzugehen. Wir teilen also nur einige Versuche 


mit. ‘Temperatur 30°. 

Methodik wie mit Muskelsuspension, S. 124 und 135. Von den 
frisch getéteten Meerschweinchen wurden 2 Nebennieren (variierendes Ge- 
wicht zwischen 200 und 350 mg) eisgekiihlt, teils mit teils ohne Seesand mit 
3-5 eem m/15-Phosphatpufferlésung fein verrieben. Die abgegossene Puffer- 
suspension wird in den folgenden Tabellen mit ,,Enzymsusp.“ bezeichnet. 


Tabelle 11. 


Po der Mischung 7,5—8. 0,25 cem m/2-PO,-Pufferlésung. 





Meer- 0,5n-Sub- Go-Zymase- Enzymsusp.,| Wasser | _ Ent- . 
schweinchen strat lésung fiirbungszeit 
Nr. cem eem 0,30 cem ecm in Min. 
aoe 0,25 edie 0,50 90 
Lactat - 0,50 > 300 
sactat 0,25 Sand 0,25 7,5 
_ 0,25 , 0,50 150 
Malat — | verrieben 0,50 28 
Malat 0,25 mit 0,25 5 
Succinat 0,25 0,25 26 

















[Im Gegensatz zum Skelettmuskel und zum Herzmuskel sind 
die Nebennieren offenbar arm an Eigensubstraten fiir Dehydrasen. 
Wird Lactat oder Malat zugesetzt, so werden diese Substrate 
kriftig dehydriert, und zwar kommt diese Wirkung durch Zusatz 
von Co-Zymase viel stirker zur Geltung. 

Auch in Tab, 12 zeigt sich die Armut an EKigensubstraten [KS })], 
sowie die notwendige Aktivierung durch Co-Zymase-zusatz. Ro- 
bisonesterdehydrase wird wenig (vermutlich scheinbar) beschleunigt 


_*) Auch hier kann Glykogen als (ES) in Frage kommen (Euler, 
Thunberg, Hahn); auf Proteinbindungen im Sinne Przyteckis ist be- 
teits friiher aufmerksam gemacht worden. 


10* 
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durch Co-Zymase, ganz deutlich durch Co-Dehydrase II. Glucose 
kommt als Substrat kaum in Frage. 


Tabelle 12. 


Py der Mischung 7,5—8. 0,30 ccm Enzymlésung. 
0,25 cem m/2-PO,-Pufferlésung. 
































’ 0,50 n- Co-Zymase- ; Ent- 
Adrenalin- Sitatvnt Lisung Wasser ititinoenst: 
Zusatz i 
ecm ecm ecm Minuten 
_ 0,75 > 500 
-— 0,25 0,75 200 
Lactat, 0,25 — 0,50 > 850 
iM 0,25 0,25 11,5 
Malat -- 0,50 > 350 
i. 0,25 0,25 14,5 
Glucose a 0,50 350 
‘ 0,25 0,25 205 
a Co-Dehydr. II 0,25 > 360 
Robisonester _ 0,50 > 360 
- Co-Zymase 0,25 0,25 210 
” Co-Dehydr. II 0,25 90 
0,25 ccm = 
1,25 mg Adr. — 0,25 0,25 190 
Malat, 0,25 0,25 — 21,5 
‘ < 0,25 > 360 
0,012 mg Adr. ‘ 0,25 i —— 15 
Tabelle 13. 
Py der Mischung 7,5—8. 0,25 cem Enzymlésung. 
0,25 cem m/2-PO,-Pufferlésung. 
Meer- 0,50 n- Co-Zymase- Ent- 
we hs Wasser 7" ae 
sch weinchen Substrat lésung firbungszeit 
Nr. ecm ecm ecm Minuten 
223 a _ 0,75 270 
skorbutisch, — 0.25 0,50 200 
fast aniimisch | 0,25 eem Lactatl. — 0,50 270 
“ae 0,25 0,25 10,5 
0,25 ,, Malatl. ao 0,50 270 
oa 0,25 0,25 11 
81 jee _ 0,75 270 
— 0,25 0,50 100 
0,25 cem Lactatl. ~- 0,50 180 
“ae 0,25 0,25 4 
0,25 ,, Malatl. Maal 0,50 180 
0,25 4, yy 0,25 0,25 6,5 
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Beziiglich der Wirkung der Ascorbinsdéure hat der eine von 
uns?) vor etwa 38 Jahren auf Tatsachen aufmerksam gemacht, 
welche dafiir sprechen, daB Ascorbinsiure als ein Vitazym an 
spezitisches KiweiB — eine ligatorische Gruppe — gebunden in 
einen héheren Wirksamkeitsgrad eintritt. 

Hier sei betont, daB hier wohl eine allgemeine Erschei- 
nung vorliegt, und daB auBer den Vitaminen auch zahlreiche 
Hormone in weiteren Sinnen erst in Bindung mit einem als 
Enzym fungierenden Protein aktiv werden. Auch zu vielen be- 


' kannten Hormonen diirften also spezifische Proteine gehéren und 


sind aufzusuchen. 
Besprechung. 


Wenn es auch zweifellos ist, daf Nahrungskomponenten, 
organische und anorganische, das Blutbild beeinflussen, so ist es 
doch bis jetzt nicht gelungen, Animien als deutlich spezifische 


_ Avitaminosen zu beschreiben. Will man eine tiefere Einsicht in 
| die Zusammenhinge gewinnen, welche zwischen Verinderungen 
| des Blutzellenbestandes und aufgenommenen Nahrungskomponenten 
' von Vitamin-Charakter bestehen, so wird man die einzelnen 
' Gruppen der Blutzellen, die einzelnen Organe des Blutes in 


ihrer Abhingigkeit von Vitaminen gesondert zu_betrachten 
haben: zunachst die Erythrocyten mit ihren unreifen Formen, 
den Erythroblasten, sodann die weifen Blutzellen und zwar 
die Granulocyten und die ungranulierten Zellen; ferner noch 
Aschoffs Histiocyten des reticulo-endothelialen Systems. Die ver- 


' minderte Bildung oder Umwandlung der einzelnen Blutzellenarten 
; wird — wenn auch zwischen diesen, besonders zwischen Leuko- 


cyten und Erythrocyten durch ihre gemeinsame Abstammung 


| Zusammenhinge bestehen — in verschiedenen Avitaminosen, also 
_ unter dem EKinfluB verschiedener Ernihrungsmingel, zum Aus- 


druck kommen. 


Sowohl hinsichtlich der Erythrocyten wie hinsichtlich der 
Leukocyten haben wir zwischen zwei Vorgiingen zu unterscheiden, 
welche ihrerseits von der Zusammensetzung des Mediums, ins- 
besondere von der Stoffzufuhr in die blutbildenden Organe ab- 


| hingig sind, namlich 


Bildung = Himoglobins 
Spaltung | der Blutzellen 


4) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 A, Nr. 12 (1938). 
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Was die Himoglobinbildung betrifft,so scheint der Porphyrin- 
kern des Chlorophylls wenigstens zum Teil ausgenutzt werden zy 
kénnen’), und das gleiche diirfte fiir das Porphyrin der zerfallen- 
den Krythrocyten gelten, welche also wieder in die Synthese ein- 
bezogen werden. 

Die Erythropoese aus den Erythroblasten ist an den Vor. 
gang der Zellteilung gekniipft, welcher, wie wir vermuten kénnen, 
durch Zellteilungshormone vom T'ypus des Bios baw. des Kég]schen 
Biotins?) beeinfluBt wird. Dann folgt ein Ubergang der kern- 
haltigen Erythroblasten in die kernfreien Erythrocyten, ein Vor- 
gang, der biochemisch wohl als eine Proteolyse aufzufassen ist, 
tiber den wir aber bis jetzt noch keine Vorstellung haben. 


Resultate. Unsere Ergebnisse iiber die Bildung der roten 
Blutzellen und der Leukocyten weichen mehrfach von friiheren 
Resultaten und Ansichten ab. Wir sind uns durchaus im klaren 
dariiber, daB eine Reihe von Faktoren die Bildung und den 
Zerfall der einzelnen Blutzellenarten bestimmen und dab wir 
unser Material in mehrfacher Hinsicht ausdehnen miissen, um zu 


endgiiltigen Schliissen zu gelangen. Immerhin glauben wir, dai 


die Festlegung der verschiedenen Faktoren der Blutzellenbildung, 
also die Abtrennung einer Erythrocyten-Avitaminose von einer 
Leukocyten-Avitaminose zu einer klareren Beschreibung der 
Tatsachen fiihrt, als sie bisher gegeben wurde. 


Unsere bis jetzt vorliegenden Messungen fassen wir vorliiutig 
folgendermaBen zusammen: Reiner Ascorbinsiiuremangel bei sonst 


1 Uber Beeinflussung dieses Systems durch Carotin vgl. Stern u. 
Wilhelm, Z. ges. exper. Med. 97, 354 (1935). Einen Faktor, welcher sich 
in seinem ganzen Verhalten sehr wesentlich von unserem Faktor J unter- 
scheidet, haben Schiff u. Hirschberger, Klin. Wschr. 15, 238 (1936): 
Jb. Kinderheilk. 146, 293 (1936) beschrieben. Uber diesen hypothetischen 
Faktor ist so wenig bekannt, daB er hier mit bekannten blutbildenden 
Stoffen nicht niher verglichen werden kann. Fiir die Thrombocyten wird 
aber auch die Mitwirkung des C-Vitamins angenommen, vgl. 8. 134. V¢l. 
z. B. Patek, Arch. intern. Med. 57, 73 (1934). Keinen Effekt auf die 
Himoglobin-Regeneration finden Hughes u. Latner, J. of Physiol. Sb, 
388 (1936). 

*) Normales Meerschweinchenblut enthiilt verhiltnismaBig wenig Wuchs- 
stoff (Zellteilungshormone vom Biostypus). Ob diese Wuchsstoffe an der 
Zellteilungsgeschwindigkeit junger kernhaltiger Erythrocyten beteiligt sind, 
kénnen wir nicht mit Sicherheit angeben; die entscheidenden Messunget 
miiBten mit nach Kégl hochgereinigten Priparaten ausgefiihrt werden. 
Vgl. hierzu auch Dittmar, Biochem. Z. 279, 99 (1935). 
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sollwertiger Nahrung ruft bei Meerschweinchen nicht regelmibig 
Aniimie hervor. 

C-freie Milchdiit ihnlich der, die von Steenbock und Mit- 
arbeitern fiir Ratten erprobt wurde, erzeugte in den bis jetzt 
ausgefiihrten Versuchen bei Meerschweinchen Skorbut, Animie 
und Leukopenie (Tab. 5 und 7a, 8. 132 und 134); in welchem 
MaBe Mangel an Fe-, Cu- und eines B-Faktors hieran beteiligt 
sind, miissen weitere Untersuchungen zeigen. 

Bemerkenswert erscheinen uns die in der Tab. 6 angegebenen 
Versuche: An skorbutischen Meerschweinchen ist eine deutliche 


und groBe (etwa ?/, der Gesamtzahl betragende) Abnahme der 


Leukocytenzahl regelmifig eingetreten, was friiheren Befunden 
anderer Forscher nicht entspricht. 

Dieses Ergebnis kénnte, sofern es sich allgemein bestiitigt, 
zum SchluB Veranlassung geben, daB Mangel an C-Vitamin die 
durch die Leukocyten-Abnahme verminderte Immunitit verursacht. 
Tatsiichlich sind Skorbut und verminderte Immunitit mehrfach in 
Beziehung gesetzt worden, ohne daB allerdings deutliche Ergebnisse 
vorlagen. Es mu8 aber darauf aufmerksam gemacht werden, daf 
der Beweis, daB C-Avitaminose eine Leukocytenabnahme hervor- 
ruft, erst dann erbracht ist, wenn Zusatz von O-Vitamin zur 
gleichen Diaét die Riickbildung der normalen Leukocytenzahl ver- 
anlabt bzw. wenn gezeigt wird, daB die gleiche Grundkost unter 
Zusatz von Ascorbinsiiure keine Leukopenie hervorruft. Fiir 
letzteren Umstand sprechen einige Resultate der Tab. 7b, S. 135. 
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Eine neue Methode zur Mikrobestimmung 
von Jod und Jodiden. 
Von 


Glinther Endres und Liese Kaufmann. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akad. der Wissenschaften in Miinchen. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juli 1936.) 


Die vorliegende Untersuchung iiber die Bestimmung kleinster 
Mengen Jod steht in engem Zusammenhang mit unseren ana- 
lytischen Ergebnissen tiber den quantitativen Nachweis sehr ge- 
ringer Mengen Hydroxylamin, — mit Arbeiten, die wir im Rahmen 
unserer Untersuchungen iiber den Mechanismus der bakteriellen 
Stickstoff-Fixation ausgefiihrt haben }). 

Ks ist schon lange bekannt, daB Hydroxylamin in der Kiilte 
durch J, zu salpetriger Séure oxydiert wird?). Wir haben fest- 
gestellt, daB die Oxydation des Hydroxylamins durch Jod in 
Gegenwart von Sulfanilsiure einsinnig nach folgender Gleichung 
verlauft: 

(GL. 1) NH,OH + 2J, + H,O —_> HNO, + 4HJ 

Der quantitative Verlauf der Reaktion zeigt, daB die salpe- 
trige Siure viel rascher mit der Sulfanilsiure reagiert als mit 
dem noch unverbrauchten NH,OH unter Bildung von N,O, baw. 
mit den anwesenden J’ unter Entwicklung von NO. Die ent- 
standene Diazoverbindung, deren Menge dem gesuchten NH,OH- 
Gehalt aquivalent ist, wird mit a-Naphthylamin gekuppelt und die 
Konzentration des Azofarbstoffes durch Photometrieren bestimmt. 
Auf diese Weise kénnen noch 0,07 y NH,OH—N in 10 ccm 
Lésung — das entspricht einer NH,OH-Konzentration von 
5-10~* Mol/Liter — auf 2—3 °/, genau bestimmt werden. 

Es lag nun nahe, zu versuchen, dasselbe Prinzip fiir eine 
Jodbestimmung nutzbar zu machen, das heiBt, kleine Mengen Jod 
mit einem UberschuB von Hydroxylamin in Gegenwart von Sulfanil- 
sdure zu reduzieren und das nach Gleichung 1 entstandene Nitrit 
bzw. Diazonwmsalz zu analysieren. Die Versuche ergaben, dab 
sich auf diesem Wege eine genaue und bequeme Mikro-Jod- 
bestimmung durchfiihren 1aBt. 





1) Liebigs Ann. 512, 54 (1934); 518, 109 (1935). 
*) Blom war der erste, der diese Reaktion zum qualitativen Nachweis 
von NH,OH vorsehlug und beniitzte. Ber. chem. Ges. 59, 121 (1926). 
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Bestimmung kleinster Mengen Jod. 

Fir die Gehaltsbestimmung einer wiBrigen Jodlésung, deren 
Normalitait 10—° bis 10—* betragen soll, ist es zweckmiBig, zu 6 ccm 
der Liésung 2 ccm einer Hydroxylamin-Sulfanilsiurelésung zu 
geben — wir bezeichnen diese Lésung kurz als Reagenzlésung — 
und nach 10 Minuten Wartezeit mit 1 com Naphthylaminlésung zu 
kuppeln. Die Lésung farbt sich rot. Das nach Gleichung 1 
entstandene Nitrit reagiert sofort mit der Sulfanilsiure und list 
in Gegenwart von Naphthylamin die Farbstoffbildung aus. Ein 


ter MaB fiir die Menge des urspriinglich vorhandenen Jods ist die 
nae [| Intensitat der Fiarbung, die jeweilige Konzentration des Azofarb- 
ve. J  stofies, die sich durch Extinktionsmessung leicht feststellen laBt. 
ion | Die Temperatur der Lésung soll 20° nicht iibersteigen. Da 


len die Bildung des Azofarbstoffes mit meBbarer Geschwindigkeit 
verliuft, darf erst nach 10—15 Minuten Reaktionsdauer die Ex- 


Ite  tinktion der Lésung ermittelt werden. Die Reagenzlésung ist 
st- — n/10 an Hydroxylamin, n/35 an Sulfanilsiure und enthilt pro 
in 10 com 2 ccm Eisessig. 

ug & Die Konzentration des Azofarbstoffes wurde mit Hilfe des 


Pulfrich-Photometers von Zeiss bestimmt. Das Lam bert-Beer- 
' sche Gesetz ist fiir Lésungen des roten Farbstofies (Benzolsulfon- 
e- J siure 1-4azo04-naphthylamin 1) unter den angewandten Be- 


uit dingungen erfillt. Die Extinktion ist gemaéB der Gleichung 
. i ig . = Ked eine lineare Funktion der Farbstoffkonzentration. 
: Fiir eine Schichtdecke von 3 cm und einen Farbstoffgehalt von 
i 107° Mol/Liter betrigt bei Verwendung des griinen Filters 8,, 
" die Extinktion 1,16. Hieraus berechnet sich der Faktor, mit dem 
" man die abgelesene Extinktion multiplizieren muB, um den Jod- 
. gehalt in y zu erhalten, bei einem Gesamtvolumen von 10 ccm 
und Giiltigkeit der Gleichung 1 zu 43,8. In der Tab. 1 sind die 
ot Ergebnisse einer Versuchsreihe angefiihrt: 
d Tabelle 1. 
| @ cem 10-*n-Jodlésung ...... 0,4 0,8 1,0 2,0 3,0 4,0 
© WO Ree ee 6 6 ke we es 6,6 6,2 6,0 5,0 4,0 3,0 
it cem Reagenslésung ...... . 20 20 20 20 20 20 
b cem Naphthylaminlésung. . .. . #19 «(6118 ~ (19 (18 O19 
2. ae eee 0,115 0,23 0,29 0,57 0,86 41,18 
yJod theoretisch ........ 5,1 10,2 12,7 25,4 38,1 50,8 
YOUR Gi es 5,0 10,1 12,7 25,0 37,6 49,5 


Die Fehlergrenze dieser absoluten Bestimmungsmethode 
betragt etwa 2 °%,. 
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Bestimmung kleinster Mengen Jodionen. 


Das iibliche Mikrobestimmungsverfahren fiir Jodid nac} 
Winkler beruht auf der Oxydation der Jodionen zu Jodsiiure 
durch Bromwasser, dessen Uberschu8 durch Kochen entfernt wird. 
Nach Zugabe von 3 Tropfen einer 10°/,igen KJ-Lisung bildet 


sich die 6fach gréBere Menge — verglichen mit der urspriing- 
lichen — freies Jod, welche mit Thiosulfat titriert wird. 


Versucht man das nach Winkler durch Umsatz von Jodsiiure 
mit tiberschiissigen Jodionen erhaltene Jod nach der Hydroxylamin- 
Sulfanilsiiure-Methode zu bestimmen, so erhilt man keine be- 
friedigenden Resultate. Die Stérung wird durch den relativ hohen 
KJ-Gehalt der Liésung, d. h. durch das Auftreten von J,’, ver- 
ursacht. Der Weg, mit dem mehr als 100fachen UberschuB von 
KJ (bezogen auf Jodat) stark herunterzugehen, ist nicht gangbar, 
da unter diesen Bedingungen die Bildung des freien Jodes vic! 
zu langsam verlauft. Es ist deshalb notwendig, das freie Jod 
durch Destillation von den Jodionen zu trennen, eine Aufgabe, 
die mit Hilfe einer geeigneten Apparatur?) zu loésen ist. 

Die Gehaltsbestimmung wechselnder Mengen einer 10~5 n-K.J- 
Lésung haben wir — unter Beriicksichtigung der exakten An- 
gaben von J. F. Reith?) tiber das Winklersche Oxydations- 
verfahren — im Prinzip auf folgende Weise ausgefiihrt!): Die 
Analysenlésung, die 1—10 y Jodionen enthilt, wird in einen Mikro- 
schlittkolben einpipettiert und nach Zugabe von LHisessig und 
Bromwasser auf dem Sandbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird 
die Jodsiiure-haltige Lisung mit einem Uberschu8 von Kalium- 


ecm 10~° KJ-Liésung . . . . 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 10,0 
y Jod theoretisch. ..... 0,64 1,2, 2,5, 3,8, 5,0, 6,8, 12,7 
yJod gefunden. ...... 0,7, 1,8, 2,6, 87%, 4,8, 6,8, 12,4 
desgl. treo ens 2 2, 8, B Se em 
desgl. (ovews a Sh, 2a, we Sa eh ee ogee 


jodid versetzt und das entstandene Jod abdestilliert. Als Vorlage 
dient ein Mikro-Peligotrohr, das mit 5 ccm n/100 Natronlauge 
beschickt ist. Durch Zugabe von 1 ccm Eisessig und 2 ccm Reagenz- 
lésung in die Vorlage wird das Jod in Freiheit gesetzt und 
reduziert. SchlieBlich wird die entstandene Diazoverbindung mit 


') Naheres vgl. Versuchsteil. 
2) Biochem. Z. 216, 249 (1929). 
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| g-Naphthylamin gekuppelt und die Extinktion der Liésung ge- 
' messen. Einige Analysenergebnisse dieser Methode sind in der 
| Tab. 2 zusammengestellt. 


Zur Berechnung des Jodgehaltes in y ist die abgelesene 


' Extinktion fiir 10 (15) cem Gesamtvolumen und 3 cm Schichtdicke 
f mit dem Faktor 7,3 (10,9,) zu multiplizieren’). Die gefundenen 
Werte stimmen untereinander auf etwa 4°/, iiberein. Stellt man 


den Blindwert (Spuren von Nitrit) und eine kleine Korrektions- 


' oréBe in Rechnung, dann lassen sich die Abweichungen vom 


theoretischen Wert, die mit abnehmendem Jodidgehalt naturgemiib 
aréBer werden, sicherlich noch vermindern. Fiir die Beantwortung 
der meisten physiologischen Jodfragen diirtte die Empfindlichkeit 
der Methode — die sich steigern liBt, wenn man die Farbstofflésung 
im Vakuum bei 20° einengt und die Extinktion mit Hilfe einer 
Mikrokiivette (d = 5 cm; v = 1 ccm) ermittelt — ausreichend sein. 
Das Hydroxylamin—Sulfanilsiure-Verfahren eignet sich fiir Serien- 
analysen. Es ist jedoch nur fiir Bestimmungen kleinster Mengen 
Jod brauchbar, da die Konzentration des Azofarbstoffes, der 
schwerlislich ist, zweckm&Big nicht mehr als 2-107~5 Mol/Liter 
betragen soll. 


Zusammenfassung. Reduziert man in wiBriger, schwach essig- 
saurer Lisung molekulares Jod mit einem UberschuB von Hydroxyl- 
amin, so erhilt man in Gegenwart von Sulfanilsiiure, die die ge- 
bildete salpetrige Siure abfiingt, die Aiquivalente Menge Diazonium- 
salz. Dieses wird mit a-Naphthylamin gekuppelt und die Konzen- 
tration des roten Azofarbstoffes durch Extinktionsmessung ermittelt. 

Zum SchluB sei bemerkt, daB das hier fiir eine Jodbestimmung 
ausgewertete Prinzip — Mikromengen oxydierender Substanzen 
dadurch zu bestimmen, da8 man sie mit Hydroxylamin in Gegen- 
wart von Sulfanilsiiure umsetzt und das entstandene Nitrit bzw. 
Diazoniumsalz analysiert — allgemeinerer Anwendung fihig ist, 
was gelegentlich an einigen Beispielen gezeigt werden soll. 


Versuchsteil. 
Angewandte Losungen. I. n/l-Hydroxylamin-Lésung. 16,4 g 
(NH,OH),-H,SO, p. A. werden in H,O gelést. Gesamtvolumen 100 ccm. 
II. n/25-Sulfanilsiure-Lésung. 0,9 g Sulfanilsiiure p. A. (Merck) 
werden in 105 eem H,O gelést (Erwiirmen). 


1) Dem Faktor liegen Extinktionsmessungen von Nitrit- bzw. Farbstoff- 
léisungen bekannten Gehaltes zu Grunde. 
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Ill. Reagenz-Lésung. Zur Herstellung dieser Lésung gibt man zy 
105 ccm frisch bereiteter Lésung II 15 cem LésungI und 80cem reinstey 
(NO,-freien) Eisessig. 2 ccm Lésung III diirfen sich auf Zusatz von 2 cem 
Lésung IV nicht verfirben. 

IV. Naphthylamin-Lésung. 500 ecm kochendes destilliertes Wasser 
werden mit etwa 3g a-Naphthylamin p. A. (Merck) versetzt und einige Minuten 
im Sieden erhalten. Die heibe 
Lésung wird filtriert und durch 
Zusatz von 25cem reinstem Eis. 
essig vervollstindigt. Die Lésung 
ist begrenzt haltbar und in brauner 
Fiasche aufzubewahren. 

Angewandte Apparatur. 
Der Destillationsaufsatz besteht 
aus einem zweifach gebogenen 
Glasrohr mit Kiihler und 2 Normalschliffen (innere Weite 1 em). Vel. 
vorstehende Figur. Als Destillationsgefif haben wir einen Mikro-Normal- 
schliffkolben (20cem) nach Neumann, als Vorlage ein kleines Peligot- 
Rohr mit Schliff (Kugeldurchmesser 2 cm) benutzt. 






MaBstab 1: 4. 


Bestimmung des Jodgehaltes von 1 ccm einer 10~5 n-KJ-Lésung 
nach dem Hydroxylamin-Sulfanilsaure-Verfahren. 


In einen 20cem fassenden Mikroschliffkolben aus Jenaer Glas werden 
1 cem 10~° n-KJ-Lésung einpipettiert und etwa 4 cem Wasser und 0,1 ccm 
reinster Kisessig hinzugegeben. Das Volumen soll vor der Brom-Oxydation 
4—5 ccm betragen. Nach Zusatz von 3 Tropfen frisch bereitetem Bromwasser 
wird die Lisung auf dem Sandbad im schriig gestellten K6lbchen erhitzt 
und unter Verwendung einer Siedekapillare 1 Minute in kriftigem Kochen 
erhalten. Hierauf wird die Lésung gut gekiihlt und mit 3 Tropfen einer 
n/10-KJ-Lésung versetzt. Das Kélbchen samt Kapillare schlieBt man sofort 
an die Destillationsapparatur an, deren Vorlage mit 5 ccm (evtl. nur mit 
3—4 cem je nach GréBe) n/100-NaOH beschickt und mit Wasser (10—15° 
gekiihlt ist. Nach 2 Minuten lebhaften Siedens ist die Destillation beendet. 
In das Peligot-Rohr gibt man nun 1cem Eisessig, um das Jod frei zu 
machen, und 2 cem Reagenz-Lésung (durchmischen), 14Bt dann 8—10 Minuten 
stehen und kuppelt durch Zugabe von 1 ccm Naphthylamin-Lésung. Nach 
einer Wartezeit von 15 Minuten wird die rosa gefirbte Lésung, deren Vo- 
lumen durch Zugabe von Wasser auf 15,0 ccm (evtl. 10,0 cem) gebracht ist, in 
eine Kiivette (d = 3 cm) eingefiillt und die Extinktion gemessen. Filter $,;. 
Als Vergleichslésung dient, um die schwache Triibung der Naphthylamin- 
Lésung zu kompensieren, eine Mischung von 1 ecem Naphthylamin-Lésung 
mit 14ccm Wasser. Extinktion (Mittelwert) 0,12. Daraus berechnet sich der 
Jodgehalt zu: 0,12-10,95 = 1,32 y Jod (theoretisch 1,27 7). 
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ibe (6. Mitteilung tiber die Enzyme der Girung,) 

urch Von 

“a Anton Schiffner und Fritz Krumey. 

uner Mit 2 Figuren im Text. 

tur, (Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 

= (Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juli 1936.) 

nen 

Vel. Ff 

mal. 9 Seit den Untersuchungen von Harden!) weiB man, dab 

mr Arsenat die zellfreie alkoholische Girung beschleunigt, und zwar 
nahm schon Harden an, da durch Arsenat nur der Zerfall des 

g — Hexose-diphosphates, das sich bei der zellfreien Girung bekannt- 
lich anreichert, begiinstigt wird. In der Tat findet man den 

‘den f ordBten Effekt bei der Girung des reinen Hexose-diphosphates, 

— das unter Umstinden 20 mal schneller bei Anwesenheit von Arsenat 

a | zerlegt wird als ohne dasselbe. 

nitzt | Gleichzeitig mit der Vergirung von Hexose-diphosphat tritt 

hen naturgemiB auch dessen Dephosphorylierung ein, die ebenso durch 

iner Arsenat aktiviert wird. Harden’), Meyerhof*) sowie Neuberg*‘) 

= nahmen zuerst auf Grund dieses Befundes an, da die Wirkung 

15% der Hefephosphatase durch Arsenat beschleunigt wird. Das wider- 

det. spricht zwar den Erfahrungen, die man an tierischen Phosphatasen 

zu gemacht hat, die durch Arsenat stark gehemmt werden, schien 

2 aber doch — insbesondere seit man die grofe Mannigfaltigkeit 

Yo. der Phosphatasen kennen lernte — durchaus im Bereich der Még- 

in lichkeit. Andererseits fiihrte gerade die Aktivierbarkeit der 

Sss. Phosphatabspaltung durch Arsenat bei der Hexose-diphosphat- 

ain- girung manche Forscher®) zu der Anschauung, daf hier nicht 

he oder nicht nur ein phosphatatischer Mechanismus die Phosphat- 


1) A. Harden u. W. Young, Proc. Chem. Soc, 22, 283 (1906); Proe. 
roy. Soe. Lond. 83, 451 (1911). 

*) A. Harden, Alcoholic fermentation 1923. S. 123. 

5) O. Meyerhof u. W. Kiessling, Biochem. Z. 280, 99 (1935). 

*) C. Neuberg u. J. Leibowitz, Biochem. Z. 191, 463 (1927). 

5) L. B. Pett u. A.M. Wynne, Biochemic. J. 28, 365 (1934); vel. 
dazu auch H. u. E. Albers, Diese Z. 285, 47 (1935). 
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abspaltung bewerkstelligt. Definitives aber konnte iiber die Phos. 
phatabspaltung durch Hefe aus den phosphorylierten Zwischen- 
produkten der Girung so lange nicht ausgesagt werden, so lange 
man die Wirkung nur im Gesamtsystem der Giirungsenzyme 
studieren konnte und sekundiire Prozesse nicht sorgfiltig aus. 
schlob®). Wir bemiihten uns deshalb, die Arsenatwirkung an mie. 
lichst gereinigten Enzymen zu studieren und sie mit der Wirkung 
auf den rohen Macerationssaft von Trockenhefe zu vergleichen, 
Das sollte einmal dazu dienen, genaueren AufschluB iiber den 
Mechanismus der Dephosphorylierung bei der zellfreien Giirung 
zu bekommen, andererseits auch zu einer niheren Charakterisierung 
der in der Hefe vorkommenden Phosphatasen fihren. 

Wir unterscheiden heute mit Sicherheit 4 Phcsphatasen in 
der Hefe: die von uns isolierte «-Glycerophosphatase*), optimal 
wirksam bei p,, = 6,4, mit einem sehr engen Spezifitiitsbereich 
vorziiglich eingestellt auf die Spaltung von «-Glycerophosphat, 
die von H. und E. Albers festgestellte Oberhefenphosphatase’‘,, 
optimal wirksam bei p,, = 4, sehr unspezifisch in ihrer Wirksam- 
keit, die von KE. Bauer’) isolierte Pyrophosphatase, die anorga- 
nisches Pyrophosphat in Orthophosphat iiberfiihrt und bei p, =7 
optimal wirksam ist, und die in jiingster Zeit von Schuchardt" 
beschriebene Phosphatase, die isodynam mit der von Albers 
isolierten ist, aber ihre optimale Wirksamkeit im alkalischeu 
Gebiet besitzt, nimlich bei p,, = 9. Zu dieser itherraschend groBen 
Zahl von Phosphatasen kommt nach H. und E. Albers’) noch 
eine Phosphatase, deren Optimum bei neutralem p,, liegt und 
deren Spezifitit offenbar ein weites Bereich umfaBt. Den Beweis 
fiir die Existenz dieses Enzyms schépfen H. und E. Albers aus 
den Spaltungsgeschwindigkeiten von $-Glycerophosphat und Hexose- 
diphosphat bei den verschiedenen Wasserstoft-ionenkonzentrationen. 
Ks ergeben sich dabei 2 Optima, das eine bei P,, = 4, das andere 
zwischen 6 und 7. Da dieses letztere Optimum nicht sehr stark 
ausgepriigt ist, kénnte es u. E. auch durch Uberlagerung von 
zwei enzymatischen Effekten zustande kommen*), so daB wir den 


*) Vgl. dazu E. Bauer, A. Schaffner u. F. Krumey, Diese Z. 237, 
191 (1935). 

) A. Schaffner u. E. Bauer, Diese Z. 225, 245 (1934); 232, 66 (1935). 

*) H. u. E. Albers, Diese Z. 235, 47 (1935). 

*) E. Bauer, Naturw. 23, 866 (1935); Diese Z. 239, 195 (1936). 

*) W. Schuchardt, Biochem. Z. 283, 433 (1936); 285, 448 (1936). 

*) Vgl. E. Bauer, Diese Z. 239, 195 (1936). 
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Beweis fir die Existenz dieser Phosphatase nicht fiir ganz sicher 
halten. 


Eigenschaften und Wirkungsweise der «-Glycerophosphatase. 
Durch Extraktion von Trockenhefe mittels Glycerin und durch 
darauffolgende Dialyse dieser Glycerinextrakte gewinnt man, wie 
friher beschrieben’), eine Phosphataselésung, die «-Glycerophos- 
phat etwa 20 mal schneller spaltet als 8-Glycerophosphat, ebenso 
als alle anderen bisher gepriiften Substrate, wie z. B. die Hexose- 
ester und die C,-Ester, mit Ausnahme von Pyrophosphat, das 
durch diese Extrakte mit sogar gréBerer Geschwindigkeit als 
a-Glycerophosphat gespalten wird und mit Ausnahme der Adenosin- 
triphosphorsiure, die durch diese Extrakte tiberhaupt nicht hydroly- 
siert wird, KE. Bauer’) ist es dann gelungen, das Pyrophosphat 
angreifende Enzym abzutrennen und zu zeigen, dab die sogenannte 
u-Glycerophosphatase gegen Pyrophosphat unwirksam ist. Man 
kann bei der Reinigung aber nicht nur die Pyrophosphat-spaltende 
Komponente, sondern offenbar noch eine andere phosphatatische 
Komponente von der «-Glycerophosphatase abtrennen. Durch 
mehrmalige Adsorption mit Tonerde C, gewinnt man Restlésungen, 
die nur mehr @-Glycerophosphat mit groBer und £-Glycerophosphat 
mit sehr geringer Geschwindigkeit zu spalten vermégen, wihrend 
sie vollkommen unwirksam sind gegen alle anderen Substrate. Es 
ist also eine phosphatatische Komponente aus den rohen Lésungen 
abgetrennt worden, die Hexose-diphosphat, Monophosphat, Phos- 
phoglycerinsiure u. a. Ester optimal bei einem p,, zwischen 6 
und 7 zu spalten vermag. Ob die f#-Glycerophosphat-spaltung 
elnem eigenen Knzym zuzuschreiben ist oder ob es eine EKigen- 
tiimlichkeit der a@-Glycerophosphatase ist, 6-Glycerophosphat mit 
geringer Geschwindigkeit zu spalten, kann vorderhand nicht ent- 
schieden werden. 

Die «-Glycerophosphatase, deren Kinetik und iibrigen Kigen- 
schaften schon friiher beschrieben worden sind, ist durch '/,,, mol, 
Arsenat sehr stark hemmbar. 


Eigenschaften und Wirkungsweise der Oberhefen-phosphatase. 
Aus der Darstellungsweise der Oberhefen-phosphatase, die H. und 
K. Albers’) angeben, geht schon hervor, daB dieses Knzym an 
die festen Zellbestandteile gebunden ist: es ist ein typisches Desmo- 
enzym und schon dadurch unterschieden von der e&-Glycero- 
phosphatase, die leicht in Liésung geht. Die Oberhefen-phospha- 
tase unterscheidet sich auBerdem von der letzteren durch ihr 
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verschiedenes p,-Optimum, insbesondere aber durch ihren viel 
weiter ausgedehnten Spezifitatsbereich. H. und E. Albers geben 
an, daB sie a@- und #-Glycerophosphat und Hexose-diphosphat 
leicht zu spalten vermag, wenn auch mit unterschiedlicher Ge. 
schwindigkeit. Die Wirkung des Enzyms ist aber nicht auf diese 
Substrate beschriinkt; z. B. werden auch Phospho-glycerinsiiure, 
Adenylsiure und Adenosin-triphosphorsaéure leicht hydrolysiert, 
wiederum bei p,, = 4 mit optimaler Geschwindigkeit. Auch Pyro. 
phosphat ist gegen die Wirkung dieses Phosphatase-priparates 
nicht resistent; es wird bei p,, = 4 optimal angegriffen. Méglicher. 
weise liegt auch hier noch ein Gemisch von phosphatatischen 
Enzymen vor, wenngleich Versuche einer Trennung bisher fehl- 
geschlagen sind. 

Ebenso wie die e@-Glycerophosphatase wird die Oberhefen- 
phosphatase durch Arsenat stark gehemmt. 


Wirkungsweise der Pyrophosphatase. Die Pyrophosphatase der 
Hefe hat E. Bauer®) von den anderen phosphatatischen Enzymen 
der Hefe abgetrennt und gezeigt, daB sie nur anorganisches Pyro- 
phosphat in Orthophosphat iiberzufiihren vermag, nicht aber Pyro- 
phosphat in organischer Bindung, wie es z. B. in der Adenyl-pyro- 
phosphorsiiure vorliegt, angreift. Fiir die Pyrophosphatase ist es 
charakteristisch, daB sie durch Arsenat nicht gehemmt wird. 


Wirkungsweise der Phosphatase vom p,,-Optimum = 9. Obwoll 
es uns nicht gelang, nach den Angaben von Schuchardt?%) aus 
unserer Trockenhefe ein einheitliches Phosphatasepriiparat zu ge- 
winnen, das bei p, = 9 optimal wirksam, dagegen unwirksam bei 
saurem und neutralem p, ist, so kénnen wir doch die Angaben 
Schuchardts iiber die Existenz einer solchen Phosphatase be- 
stiitigen. Sorgfiltig gewaschene Zellreste aus Trockenhefe haben 
bei p, = 9 eine bedeutende Wirkung sowohl auf e@- als auch 
insbesondere auf -Glycerophosphat. Ebenso wird Adenyl-pyro- 
phosphorsiure bei diesem p,, gespalten. Das bei p, = 9 wirk- 
same Knzym kann mit der «-Glycerophosphatase nicht identisch 
sein, dagegen spricht deren begrenzte Spezifitiit, noch mit der 
Phosphatase vom p,,-Optimum = 4, die sich nach ihrer Isolierung 
im alkalischen Gebiet unwirksam erweist. Die Spaltung aller 
gepriiften Substrate wird durch Arsenat stark gehemmt. 


Die phosphatatischen Leistungen des rohen Macerationssaftes. 
Aus den Spaltungsgeschwindigkeiten von @- und 8-Glycerophos- 
phat durch Macerationssaft bei den verschiedenen Wasserstoil- 
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jonenkonzentrationen ergibt sich kein Anhaltspunkt fiir die An- 
wesenheit von isodynamen Enzymen im Macerationssaft. Voll- 
kommen auszuschlieBen ist eine Phosphatase, deren optimale 
Wirkung im sauren Bereich liegt, wihrend eine Phosphatase, 
deren Optimum im alkalischen Gebiet liegt, nur in geringen 
Konzentrationen vorliegen kann. Die starke Spaltung von a@- 
Glycerophosphat und die geringe Spaltung von £-Glycerophosphat 
hei neutralem p,, wird demnach zu ihrem iiberwiegenden Anteil 
der «-Glycerophosphatase zuzuschreiben sein. 

Wie verhalten sich nun andere Substrate bei der Einwirkung 
yon Macerationssaft? Daf Hexose-diphosphat durch dieses KEnzym- 
material der Hydrolyse anheimfiallt, sagt nicht viel aus; dieses 


- Substrat erleidet durch den Macerationssaft weitgehende andere 


Veriinderungen — es wird, wenn auch langsam, vergoren. Auch 
die Dephosphorylierung dieses Substrates ist miBig, kann aber 
cenau wie die Girung durch Arsenat enorm gesteigert werden. 
Nun entfillt diese Aktivierbarkeit durch Arsenat, wenn man 
mit Monojodessigsiure die Disproportionierung der _ primar 
gebildeten Spaltprodukte des Hexose-diphosphates verhindert, 
d. h. also, daB Arsenat nicht die eigentliche Dephosphorylierung 
des Hexose-diphosphates oder seines nichsten Umwandlungs- 
produktes, der Dioxyaceton-phosphorsiure, aktiviert, sondern in 
ein spiteres Stadium der Vergiirung eingreift!!). Da gezeigt 
werden konnte, daB die bis jetzt bekannten und isolierten Phos- 
phatasen durch Arsenat stark gehemmt werden, mit Ausnahme 
der Pyrophosphatase, auf die Arsenat wirkungslos ist, erscheint 
die enorm gesteigerte Dephosphorylierung bei der Arsenat- 
vergiirung von Hexose-diphosphat merkwiirdig und ungekliirt. 
Nimmt man mit O. Meyerhof an, daB als letztes phos- 
phoryliertes Zwischenprodukt der Hexose-diphosphat-Girung Phos- 
pho-brenztraubensiure fungiert, so kann die Dephosphorylierung 
dieses Phosphorsiiure-esters auf mehreren Wegen vor sich gehen. 
Kinmal kann die Phospho-brenztraubensiure durch Carboxylase 
decarboxyliert werden und hierbei spontan zerfallen, oder es kann 
als erster Schritt die Dephosphorylierung zur Brenztraubensiiure 
fiihren, die der Wirkung der Carboxylase anheimfillt, oder zu- 
letzt kann nach den neueren Befunden der Stockholmer??), 


") Vgl. dazu O. Meyerhof u. W. Kiessling, Biochem. Z. 280, 99 
(1935) und H. v. Euler, Chemie der Enzyme, 2. T., 3. Abschnitt, Die Kata- 
lasen und die Enzyme der Oxydation und Reduktion (1934), S. 475. 

”) H.v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 235, 122 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIII, 1] 
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Heidelberger}*) und Lemberger'*) Schule eine Umesterung mit 
Adenylsiiure oder einem anderen phosphatbindenden Ko6rper nach 
folgendem Schema eintreten: 
2 Phospho-brenztraubensiiure + Adenylsiure 
= 2 Brenztraubensiiure + Adenosintriphosphorsdure 
= 2 Aldehyd + 2 CO, + Adenylsiure + 2 H,PO,. 

Alle drei Wege sind denkbar. Im letzteren Falle wiirde die 
Dephosphorylierung also an der Adenosin-triphosphorsiiure 
stattfinden miissen. Den ersten Weg kénnen wir ausschlieBen: 
Phospho-brenztraubensiure wird durch ein gereinigtes Car). 
oxylasepraparat!>) nicht angegriffen, wihrend Brenztraubensiiure 
dadurch sehr rasch gespalten wird. DaB der zweite Weg, die 
direkte Dephosphorylierung der Phospho-brenztraubensiure durch 
eine Phosphatase nicht der Hauptweg ist, kann man vorerst nur 
indirekt schlieBen. Einmal ist die Phospho-brenztraubensiiure 
durch die gereinigte a-Glycerophosphatase praktisch unspaltbar. 
Es miifte also eine besondere Phosphatase im Macerationssatt 
existieren, die die Phospho-brenztraubensiure leicht anzugreifen 
vermag und deren Wirkung durch Arsenat erhéht wird. Diesen 
Fall kann man nicht ausschlieBen; denn es wird tatsichlich nach 
Meyerhof?) die Vergirung und deshalb auch die Dephosphory- 
lierung der Phospho-brenztraubensiiure durch Macerationssaft mit 
Arsenat aktiviert. Wir kénnen aber aus einem anderen Versuch 
schlieBen, daB die Dephosphorylierung nicht direkt, sondern 
der Hauptsache nach auf einem Umweg erfolgt. Die Vergirung 
der Phospho-brenztraubensiiure, die durch den Macerationssait 
aus unseren Trockenhefen nur eine sehr miibige ist, wird nimlich 
durch Zugabe von Adenylsiure stark beschleunigt, wie es zu 
erwarten ist, wenn die Reaktion: 

Phospho-brenztraubensiiure + Adenylsiure 
= Adenosintriphosphorsiure + Brenztraubensiiure 
die Giirung und die Dephosphorylierung einleitet. 

Nun fragt es sich, welches Enzym im Macerationssaft die 
Dephosphorylierung der Adenosin-triphosphorsiure iibernimmt. 
K. Bauer hat vor kurzem gezeigt, daB die a-Glycerophosphatase 
gegen dieses Substrat wirkungslos ist. Ebenso ist es auch die 
Pyrophosphatase. Und wenn wir mit Recht annehmen kénnen. 


13) O. Meyerhof u. W. Kiessling, Biochem. Z. 281, 249 (1935). 

4) C. Lutwak-Mann u. T. Mann, Biochem. Z. 281, 140 (1935): 
J. K. Parnas, C. Lutwak-Mann u. T. Mann, Biochem. Z. 281, 168 (1935). 

1) O. vy. Schénebeck, Biochem. Z. 275, 330 (1935). 
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daB die beiden isodynamen Desmo-phosphatasen der Hefe im 
Macerationssaft nicht in héherer Konzentration vorkommen, diese 
iibrigens auch in ihrem p,,-Optimum vom Optimum der Adenosin- 
triphosphorsiure-Spaltung erheblich abweichen, so ist unter den 
pis jetzt beschriebenen Phosphatasen keine, die die Rolle der 
Dephosphorylierung der Adenosin-triphosphorsiure iibernehmen 
die | kénnte, wenn man nicht an die zuerst von H. und E. Albers‘) 
iure | angenommene Phosphatase vom p,,-Optimum = 7 denkt. 

Ben: Tatsiichlich tritt durch Macerationssaft Dephosphorylierung 
von Adenosin-triphosphorsiure ein und diese wird nun durch 
wure | Arsenat nicht nur nicht gehemmt, sondern merklich aktiviert. Das 
die | Py-Optimum der Spaltung von Adenosin-triphosphorsiure liegt 
irch Ebel neutralem a), 

Uber den Mechanismus der Dephosphorylierung der Adenosin- 
triphosphorsiure-Spaltung kénnen unsere Versuche keine Aussage 
machen. Ks ist durchaus mdglich, daB primir Pyrophosphat 
satt | abgespalten wird, das dann der Wirkung der Pyrophosphatase 
ifey | anbeimfillt. Vielleicht haben wir es hier mit einer Phosphatase 
ssey, | Zu tun, die organisch gebundenes Pyrophosphat abzuspalten 
vermag. Dariiber aber werden erst Versuche mit dem isolierten 
Enzym entscheiden kénnen. Dagegen sprechen unsere Versuche 


ar). 


nur 
iure 
bar, 


ach 


V- 
wa eindeutig fiir den Weg der Dephosphorylierung der Phospho-brenz- 
uch | ‘traubensiure, der durch Umesterung mit Adenylsiure iiber die 
ley) | Adenosin-triphosphorsiure fiihrt?’). 
“une Ks sieht so aus, als ob die Spaltung der Adenosin-triphos- 


sat | phorsiure durch ein besonderes Knzym_ hervorgerufen wird. 
lich & Vie von H. und EK. Albers angenommene Phosphatase vom 
mu & Po-Optimum = 7, fiir deren Existenz auch unsere Versuche 
sprechen, diirfte dafiir nicht verantwortlich zu machen sein. 
Diese Phosphatase, die z. B. in den rohen Glycerinausziigen von 
_ Trockenhefe [Unterhefenphosphatase*)] vorkommt und die von der 
«-(xlycerophosphatase, wie beschrieben, abgetrennt werden kann, 
spaltet die Hexose-ester, Phospho-glycerinsiure usw., aber nicht 
Adenosin-triphosphorsiure. Sie wird auBerdem durch Arsenat 
wie die iibrigen Phosphatasen — im Gegensatz zur Adenosin- 


**) Nach Niederschrift dieser Arbeit erschien eine vorliufige Mitteilung 
von O. Meyerhof und W. Kie8ling in den Naturw. 24, 361 (1936), in 
der der niimliche Befund mitgeteilt wurde. 

“) Vel. dazu Ostern, Barnowski u. Reis, Biochem. Z. 281, 
271 (1935). 

“) Vgl. E. Bauer, Diese Z. 239, 195 (1936). 
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triphosphorsiure-Spaltung durch Macerationssaft — gehemmt. 
Beide Befunde sprechen dafiir, daf die Wirkung auf Hexose. 
ester z. B. und auf die Adenosin-triphosphorsiure im Macerations. 
saft auf zwei verschiedene Enzyme zuriickzufiihren ist, wenngleic| 
noch nicht sichergestellt ist, in welchem Ausmafe Begleitstofi: 
an dem Zustandekommen dieser Unterschiede mitwirken. 

Die Auffindung so zahlreicher phosphatatischer Wirkunge; 
in der Hefe wirft die Frage nach der biologischen Bedeutung 
dieser Enzyme auf. Wir kénnen indes die Existenz dieser Viel. 
zahl von isodynamen und spezifischen Phosphatasen heute noch 
nicht deuten. Die Adenosin-triphosphorsiure-Phosphatase scheint 
uns inniger als andere Phosphatasen mit dem Girverlauf ver. 
bunden und gerade deshalb eines eingehenderen Studiums wert, 
Wenn in friiheren Mitteilungen die Ansicht vertreten worden ist, 
daB der Weg der Phosphorylierung von Hexose ein ganz anderer 
ist als der Weg der Dephosphorylierung, daB die Phosphatese 
nicht identisch ist mit der Phosphatase, so muB bei Aut: 
findung einer neuartigen Phosphatase besonders eingehend gepriif 
werden, ob sie nicht beim Phosphorylierungsvorgang maBgeleni 
beteiligt ist. Dariiber werden wir in einer spiiteren Arbeit z 
berichten haben. 

DaB im iibrigen Phosphatasen bei der zellfreien Girung 
unter Umstiinden zu entbehren sind, zeigen Girungversuche mit 
Arsenat. Beschleunigt nimlich einerseits Arsenat die Vergiirung 
bzw. die Dephosphorylierung von Hexose-diphosphat durel 
Macerationssaft, so hemmt andererseits Arsenat die Phosphory- 
lierung quantitativ, d. h. die Uberfiihrung von anorganischeu 
Phosphat in organische Bindung, die durch Macerationssatt 
unter normalem Verhiltnis der Girung bei Anwesenheit vou 
Hexose und Hexose-phosphat in groBem MaSstab vonstatten 
geht. Dies hat Neuberg'*’) schon vor vielen Jahren gezeigt. 
Erginzend hinzuzufiigen ist, daf Arsenat sowohl die durel 
Hexose-diphosphat als auch die durch Adenosin-triphosphorsiiure 
induzierte Phosphorylierung?*) vollkommen sistiert. 

Aus der Tatsache einerseits, daB die Vergirung von Glucose 
bei Anwesenheit von Arsenat méglich ist, da andererseits die 
Phosphorylierungs-reaktion durch Arsenat vollstiindig hintar- 
gehalten wird, ist zu ersehen, dai Girung ohne Aufnahme vol 
anorganischem Phosphat méglich ist, wenn nur geniigend Phosphat 


18) C. Neuberg u. M. Kobel, Biochem. Z. 175, 493 (1926). 
1%) A.Schiffner u. H. Berl, Diese Z. 288, 111 (1936). 
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in organischer Bindung — sei es in Form von Hexose-diphosphat, 

sei es in Form von Adenosin-triphosphorsiure — zugegeben wird. 

Der geschlossene Phosphatkreislauf: 

1, Hexose-diphosphat — Phospho-brenztraubensiiure 

2, Phospho-brenztraubensiiure + Adenylsiiure = Adenyl-pyrophosphorsiure 
+ Brenztraubensiure 

3, Adenyl-pyrophosphorsiure + Glucose = Hexose-diphosphat + Adenylsiure 


seniigt vollstindig zur Aufrechterhaltung der Girung fir lingere 
Zeit bei Anwesenheit von Arsenat. Es ist notwendig auf diesen 
Umstand erneut hinzuweisen, da in letzter Zeit Stimmen”*) laut 
wurden, die die Rolle der Phosphorsiure bei der Girung in vivo 
bestreiten, auf Grund von Versuchen, die den AusschluB von 
organisch gebundenem Phosphat nicht gewiihrleisten. Die kata- 
lytische Reaktionsweise des organisch gebundenen Phosphates 
liBt die weitgehende Schlu8folgerung iiber die Entbehrlichkeit 
des Phosphates bei der alkoholischen Girung u. E. vorderhand 
als nicht berechtigt erscheinen. 


Adenylsiure hat ‘uns in liebenswiirdiger Weise die Firma 
Dr. Georg Henning, Berlin-Tempelhof zur Verfiigung gestellt, 
wofiir wir unseren herzlichen Dank aussprechen wollen. 


Versuchsteil. 


Zur Methodik der Phosphatbestimmung bei Anwesenheit von 
Arsenat. Wir bestimmten die Phosphorsiure in den Versuchen, in denen 
Arsenat zugegeben wurde, nach Reduktion des Arsenats zu Arsenit mit 
Bisulfit colorimetrisch nach Briggs. Den berechtigten Bedenken gegen 
die kolorimetrische Phosphatbestimmung bei Anwesenheit von Arsenat, die 
Barrenscheen und Mitarbeiter?!) erhoben, ist mit dieser Methode, deren 
Ausarbeitung von Pett?’) stammt, ausgewichen. Pyrophosphat und Adeny!l- 
pyrophosphat, Substanzen, die durch Siiurewirkung in der Hitze hydrolysiert 
werden, sind unter den Bedingungen, die die Methode von Pett anzuwenden 
verlangt, praktisch bestindig. 


Eigenschaften und Wirkungsweise der «-Glycerophosphatase. 
Vurech fraktionierte Fillung der dialysierten Glycerinausziige von Trocken- 
hefe’) erreicht man eine merkliche Reinheitssteigerung der «-Glycerophos- 


| phatase. 


Beispiel der fraktionierten Acetonfillung: 30 ccm dialysierten Glycerin- 
auszuges werden unter Eiskiihlung und Rithrung mit 25 cem eisgekiihltem 
Aceton allmihlich gefallt. Die Fillung wird sofort abzentrifugiert und die 


*) FL. F. Nord, E. Dammann u. H. Hofstetter, Biochem. Z. 285, 
“41 (1936). 

*') Barrenscheen, Bange u. Brann, Biochem. Z. 265, 148 (1933). 
“) L. B. Pett, Biochemic. J. 27, 1672 (1933). 
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iiberstehende Restlésung unter den nimlichen Bedingungen neuerdings ,)j; 
20 ccm Aceton gefillt. Der Niederschlag, der die Hauptmenge des Enzym; 
enthilt, wird abzentrifugiert und entweder mit Aceton und Ather getrocknet 
oder sofort noch feucht in 40°/,igem Glycerin verriihrt. Bestimmung de; 
a-Glycerophosphatase unter den friiher beschriebenen Bedingungen’). 


30 ccm rohe Phosphataselésung von einem Trockengewicht von 0,1986 2 
enthalten 17,32 Phosphatase - Einheiten entsprechend einem Phosphatase. 
Wert von 36,9. Die erste Acetonfallung von einem Trockengewicht yoy 
0,1260 g enthalt 0,42 Phosphatase-Einheiten entsprechend einem Enzym-Wert 
von 3,3. Die zweite Acetonfillung von einem Trockengewicht von 0,0524¢ 
enthilt 4,65 Phosphatase-Einheiten entsprechend einem Enzym-Wert von 89, 


Die Hauptfraktion der Acetonfillung kann durch Adsorption mit Ton. 


erde C, von der begleitenden Pyrophosphatase und von einer Phosphatase, | 


die die meisten Phosphorsiure-Ester zu spalten vermag, befreit werden. Die 
Restlésung nach der Adsorption ist dann nur mehr befihigt, «-Glycerophos. 
phat mit groBer, 8-Glycerophosphat mit geringer Geschwindigkeit zu spalten. 

Beispiel fiir die Reinigung der «e-Glycerophosphatase durch Adsorption: 
5 ecem der in 40°/,igem Glycerin aufgelésten Hauptfraktion der Acetonfiillung 
werden auf py = 8,6 mit 1/20 n-NH, gebracht und mit 2 cem Veronalputfer 
vom py = 8,6 und mit 1,5cem Wasser versetzt. Hierauf wird viermal mit 
Tonerde C, unter Eiskiithlung adsorbiert und zwar einmal mit 0,6 das zweite 
Mal mit 0,4, das dritte Mal mit 0,2 und das vierte Mal mit 0,1 ccm Tonerde- 
suspension (1 ccm = 20 mg Al,0,). Das Gesamtvolumen nach der Adsorption 
betriigt 10 ccm. 


Tabelle 1. 
Wirkung der ungereinigten «-Glycerophosphatase 
auf verschiedene Phosphorsiureester. 
Ansatz: In einem Volumen von 25 cem sind 7,5 mg org. gebundener 


Phosphor, 1 cem Enzym, 2,5 ccm '/,, mol. MgSO, enthalten. py = 6,4. 
Temperatur 30°. Angaben bedeuten mg P-Zuwachs im ganzen Ansatz. 


























Zeit in Stunden. .... 1 2 24 
0 "lo | 
mg P | Spal- | mg P | Spal- | mg P | Spa 
| tung tung | tung 
u-Glycerophosphat. . . . | 3,29 | 49 | 4,58 | 61,1 | 6,165 822 
6-Glycerophosphat. .. . —-i—- 0,16 | 2,1 | 0,765 | 10,2 
Hexose-diphosphat. . . . —- | -— 0,21 | 2,9 | 1,505 | 20,1 
Robisonester ...... — | — 0,32 | 4,3 | 1,590 | 21,2 
Neubergester ...... — | — 0,310 | 4,1 | 1,705 | 22,8 
Phospho- glycerinsdure — —_ |— 0,080 | 0,4 | 0,535 7,1 
Phospho-brenztraubensiure —- j= — | — | 0,340 4,5 
Dioxyaceton-phosphorsiure — | — 0,725 | 8,3 | 2,005 26, 
Monopheny]-phosphorsiure — | — | 0,205! 2,7 | 1,030 | 13, 
Diphenyl-phosphorséure . — | — 0 0 0 ) 
Adenosin-triphosphorséure — — 0 0 0 
Adenylsiure . : aoe —_ - 0 0 0 
Pyrophosphat ...... | 6,375) 85 — — oe 
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Tabelle 2. 


Wirkung der gereinigten «-Glycerophosphatase 


Uber die dephosphorylierenden Enzyme der Hefe. 


auf verschiedene Phosphorsiureester. 








Zeit in Stunden . 


u-Glycerophosphat. 
3-Glycerophosphat . 
Hexose-diphosphat . 
Robisonester 
Neubergester 
Phospho-glycerinsiure 
Pyrophosphat . 





0 
Q 
0 





9 


= 


| °/) Spaltung 


33,0 
1,6 
0 
0 
0 
0 
0 








24 

me P °/, Spaltung 
4,885 65,1 
0,885 11,8 

0 1) 

0) 0 

0) () 

Q) () 

0,105 1,4 


Aus den vorhergehenden Tab. 1 und 2 ist die Wirkung der un- 
gereinigten und der gereinigten Phosphatase auf die verschiedenen Substrate 
zu ersehen. Durch die Adsorption wird, abgesehen von der Pyrophosphatase, 
eine Phosphatase von der «-Glycerophosphatase abgetrennt, die die meisten 
Phosphorsiure-ester zu spalten vermag mit Ausnahme der Adenylsiiure und 


der Adenosin-triphosphorsiure. 


Die abgetrennte Phosphatase ist optima! 


wirksam zwischen einem py von 6 und 7, was wir mit Hexose-diphosphat 
als Substrat priiften. Sie diirfte somit identisch mit der von H. und E. Albers 
angenommenen Hefe-Phosphatase von py = 7 sein. 


Tabelle 3. 
Wirkung der Oberhefenphosphatase. 

Ansatz: In einem Volumen von 12,5 ccm sind enthalten 1 cem Enzym, 

Substrat entsprechend der Angabe in der Tabelle und in den Versuchen 


1/,, mol. Arsenat. 


Zeit 2 Stunden. 


Temperatur 30°. 








Substrat Pu 
3-Glycero- 
phosphat 62 
9= 

Hexose- m8 
diphosphat 62 
Adenosin- 4,0 
triphosphorsiure 6,2 
Adenylsiiure a 
ga 

‘Phospho- 4,0 
clycerinsiure 6,2 
9 

Pyrophosphat pen 





Angew. 
mg P 
in org. 


Bindung 


6,000 
6,000 
6,000 


6,000 
6,000 
6,000 
5,70 

5,70 

6,000 
6,000 
6,000 
6,000 


6,000 
6,000 








: Spaltung bei Zu- 

Spaltung satz von Arsen 
mg P | in °/, mg P in *, 
3,180 | 53,2 0,760 12,6 
0,950 | 15,8 0,330 5,4 
0,450 8,8 0 0 
2,115 35,2 0,955 15,9 
1,280 21,8 0,265 44 
0,705 11,7 0,120 2.0 
2,558 | 44,8 0,933 | 16,4 
0,658 | 11,5 0,180 3,2 
2,180 36,4 0,820 13,7 
0,520 8,6 0,152 2.5 
2,550 42,5 1,150 19,1 
0,670 | 11,1 0,203 3.4 
2,305 | 38,4 0,712 11,9 
0,375 6,2 0,108 1,8 
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Wirkung des Arsenats auf die «-Glycerophosphatase. In einer 
Volumen von 25 cem sind enthalten: «-Glycerophosphat, entsprechend 
10mg P, 2,5 cem '/,;, mol. MgSO, und 0,5 cem Enzym. pg = 6,4. Tem. 
peratur 30°. In 1 Stunde entsteht ohne Zusatz von Arsenat 5,49 mg anorg, 
Phosphor, entsprechend 55 °/, Spaltung, in */,., mol. Arsenatlésung dagegen 
nur 2,12 mg P, entsprechend 21 °/, Spaltung. 


Die a-Glycerophosphatase wird also in ihrer Wirkung durch Arsenat 
stark gehemmt. 


Eigenschaften der Oberhefen-phosphatase. Das Enzymmateria! 
wurde nach den Angaben von H. und E. Albers®) dargestellt. Die Wirkung 
der Oberhefen-phosphatase auf die verschiedenen Substrate und der Ein 
flu8 des Arsenats auf die Spaltungsgeschwindigkeit ist aus der Tab. 3 2 
ersehen. 


Tabelle 4. 
Wirkung des Arsenats auf die Pyrophosphatase. In einem Volumen 


von 25 cem sind enthalten: Pyrophosphat entsprechend 10 mg P und 1 ccm 
1/19 mol. MgSO,. py = 6,4; Konzentration des Arsenats 3/,,, mol. Angaben 
bedeuten mg P als Orthophosphat nach 30 Minuten bei einer Temperatur von 
30° gefunden. 





Angewandtes mg P 
Enzymmaterial ohne Arsenat 


mg P 
: °!, Spaltung 
mit Arsenat io VE 
0,4cem dialysierter Gly- 
cerinextrakt aus Trok- 


kenhete. a 
0,1 cem Macerationssaft 








3,65 
5,9 





36,4 
59.0 





Wirkung des Arsenats auf die Phosphatase vom p,,-Optimum = 9. 
2 g Trockenhefe nach Schuchardt”) dargestellt, werden in 15 cem Wasse! 
verriihrt, 5 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, hierauf auf 60 ccm 
mit Wasser aufgefiillt, abzentrifugiert und 3mal mit je 60 cem Wasser ge- 
waschen. Die gewaschenen Zellreste werden in 15 cem Wasser suspendiert. 


Tabelle 5. 


Ansatz: In einem Volumen von 2,5 cem sind enthalten: 0,5 eem §-Gly- 
cerophosphat entsprechend 1 mg P, bzw. Adenosin-triphosphorsiure ent- 
sprechend 1,14 mg P, 0,75 ecm Zellrestsuspension, 0,25 cem 1/,, mol. MgSU,, 
0,5 cem Veronalpuffer, py = 8,8. py des Ansatzes 8,8. Temperatur 30’. 
Versuchsdauer 4 Stunden. 





6-Glycerophosphat-spaltung Adenosin-triphosphorsiiure-spaltung 





ohne Arsenat | in ?/;),mol. Arsenat} ohne Arsenat — in 4/;), mol. Arsenat 
0; 0/ 





d 0 
/0 Q lo 


27 10,5 17,2 | 8,7 
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Die phosphatatischen Leistungen des Macerationssaftes. Aus den 
Spaltungsgeschwindigkeiten von 6-Glycerophosphat durch Macerationssaft 
bei verschiedenen Wasserstoffionen-konzentrationen geht hervor, da in 
diesem Material vorwiegend ein Enzym vorhanden ist, dessen py- ‘Optimum 
bei neutraler Reaktion liegt. Die Anwesenheit von Phosphatase mit dem 
py Optimum = 4 ist vollkommen ausgeschlossen; Macerationssaft zeigt bei 
dieser Wasserstoffionen-konzentration auch in langer Zeit keine Wirkung 
auf $-Glycerophosphat. Die Phosphatase vom py-Optimum = 9 kann in 
ceringer Konzentration vorhanden sein. Verglichen mit der py-Kurve der 
j-Glyeerophosphatspaltung durch dialysierten Glycerinextrakt aus Trocken- 
hefe, zeigt die py-Kurve mit Macerationssaft eine gréBere Ausdehnung iiber 
das py-Bereich; im tibrigen verliiuft sie tihnlich. 


Tabelle 6. 
Abhingigkeit der §-Glycerophosphatspaltung 
durch Macerationssaft und durch dialysierten Glycerinextrakt 
von der Wasserstoffionen-konzentration. 

Ansatz: In einem Volumen von 25 cem sind 2,5 cem Enzym, 2,5 cem 

» mol. MgSO, und §-Glycerophosphat entsprechend 7,5 mg P enthalten. 

Der Macerationssaft wurde zur Entfernung des Phosphates 7 Stunden unter 

Riskiihlung dialysiert. Versuchsdauer im Falle des Glycerinextraktes 

12 Stunden, im Falle des Macerationssaftes 4 Stunden. Angaben bedeuten 
» Spaltung. 











Dialysierter Glycerinextrakt . 0 O | 13,4 | 16,4 | 12,9 4,5 
Dialysierter Macerationssaft . 0 37 47,8 | 50,3 | 42,7 | 33,3 














Hexose-diphosphat-spaltung durch Macerationssaft. Neben der 
a-Glycerophosphatase, die im Macerationssaft in hoher Konzentration vor- 
kommt,°und auf deren Rechnung wohl ein grober Teil der an sich geringen 

8-Glycerophosphatspaltung entfillt, kommt im Macerationssaft noch eine 


Tabelle 7. 


Ansatz: In einem Volumen von 25 cem sind enthalten: 0,5 cem Mace- 
rationssaft, Hexose-diphosphat entsprechend 12 mg P, 2 cem '/,, mol. MgSO,, 
in den Ansitzen mit Arsenat 2,5 ccm ?/,, mol. Arsenat, in den Ansiitzen mit 
Jodessigsiure 25 mg Jodessigsiure. p , = 6,4; Temperatur 30°. 








Zeit in 1 Minuten oa ee es we 30 60 | 90 





0}. 0/ 0/ 


, 10 10 10 
mg P Spal- | mg P | Spal- | mg P | Spal- 


tung tung tung 
Ohne Zusatz. ......../] 0,47! +39] 0,71! 6 | 1,06! 88 
Mit Arsenat. ........(i 4,55| 38 | 964/ so | — | — 
Mit Jodessigsiure. ce -f—- | = — | — | 0,94 8,0 











Mit Jodessigsiiure u. Arsenat ; — | — a — 0,68 | 5,6 
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andere Phosphatase vor, die z. B. Hexosedi- und Monophosphat mit miifige; 
Geschwindigkeit optimal zwischen py 6 und 7 spaltet. Durch Arsenat wird 
die Hexose-diphosphat-spaltung in iihnlicher Weise aktiviert wie die Girung: 
aber ein Zusatz von Jodessigsiiure verhindert diese Aktivierung vollkommen, 
ein Zeichen dafiir, daB nicht die Hydrolyse von Hexose-diphosphat selbst 
durch Arsenat aktiviert wird, sondern andere Vorgiinge der Girung’), dic 
erst indirekt zur Dephosphorylierung fiihren. Jodessigsiure allein hat in 
der angewandten Konzentration auf die «-Glycerophosphatspaltung keinen 
Einflu8, auf die Hexose-diphosphat-spaltung ohne Zusatz von Arsenat kaum 
einen merklichen. 


Hexose-diphosphat-spaltung und Wasserstoffionenkonzentration. 

Die Abhingigkeit der Hexose-diphosphat-spaltung durch Macerationssaft yon 

der Wasserstoffionen-konzentration wurde, um gréBere, iiber die Stufe des 

{ Trioseesters hinausgehende, sekundiire Veriinderungen auszuschlieBen , |e; 
Anwesenheit von Jodessigsiiure gemessen. 


Tabelle 8. 


Ansatz: In einem Volumen von 25 cem sind enthalten: 0,5 eem Mace- 
rationssaft bzw. 2,5 cem dialysierter Glycerinextrakt aus Trockenhefe, Hexose 
diphosphat entsprechend 12 mg P, 2 cem '/,, mol. MgSO, und 25 mg Jod- 
essigsiure. Versuchsdauer 4 Stunden. Temperatur 30% Angaben bedeuten 
°/, Spaltung. 





Angew. Enzymmaterial py = | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 


Macerationssaft . ee 
Dialysierter Glycerinextrakt . 














Tabelle 9. 

Ansatz: In einem Volumen von 25 cem sind enthalten: Adenosin- 
triphosphorsiiure entsprechend 11 mg P, bzw. Glycerophosphat entsprechend 
7,5 mg P, 2 ccm */,, mol. MgSO,, wechselnde Mengen Macerationssaft und 
in den Ansitzen mit Arsenat 2,5 cem '/,, mol. Arsenat. py = 7; Tempe- 
ratur 30°. Angaben bedeuten mg P-Zuwachs im ganzen Ansatz. 











. Ohne Arsenat} Mit Arsenat 
Versuchs- Angew. Pe nee 
Substrat dauer Menge ' aati m | ‘ 0 
in Minuten Enzym _ ee. oe 
tung tung 
Adenosin-triphos- 
phorsiiure . .. 180 0,5 1,26 | 11,5 |] 2,25 | 20,5 
6-Glycerophosphat 180 0,5 0,90 12 0,47 6 
a-Glycerophosphat 3 0,2 5,30 70 1,85 | 24 














Aus der pq-Kurve der Hexose-diphosphat-spaltung geht hervor, dab 
sowohl im Macerationssaft wie in dialysierten Glycerinextrakten aus Trocken- 
hefe eine Phosphatase vorkommt, die Hexose-ester optimal zwischen pg 6 
und 7 zu spalten vermag. Das Enzym wird deshalb nicht identisch sein 
kénnen mit einer der beiden isodynamen Phosphatasen mit dem py-Opti 
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mum 4 oder 9, ebensowenig mit der «-Glycerophosphatase, die im gereinigten 
1 [ Zustand Hexose-diphosphat nicht angreift. Wir halten es dagegen identisch 
. mit der von H. u. E. Albers angenommenen Hefephosphatase vom p,,-Op- 
.  timum 7. 


t Die Wirkung des Macerationssaftes auf Adenosin-triphosphor- 
> @ #saure. Wiihrend die ungereinigten Glycerinextrakte aus Trockenhefe bei 
1 @ keinem py auf Adenosin-tripbosphorsiure eine Einwirkung zeigen, spaltet 
| @ Macerationssaft dieses Substrat; auffallenderweise wird dieser Vorgang durch 
| @  Arsenat aktiviert. 


Tabelle 10. 


Adenosin-triphosphorsaure-spaltung und Wasserstoffionen-kon- 
zentration. In einem Volumen von 25 cem sind Adenosin-triphosphorsiure 
entsprechend 11 mg P, 0,5 cem Macerationssaft, 2 cem Veronalpufter und 
2cem 1/,, mol. MgSQ, enthalten. Versuchsdauer 2 Stunden. Temperatur 30°. 


Moone) op of ood 7 |e | ap 


0 Y € OF » ¢ 
‘ Spaltung | 0 | 25 | 8,2 





Das Adenosin-triphosphorsiure spaltende Enzym ist bei neutralem py; 
optimal wirksam; es ist die einzige Phosphatase, die durch Arsenat akti- 
viert wird. Diese Eigentiimlichkeit spricht dafiir, daB es sich um ein eigenes 
Enzym handelt. DaB die Hefephosphatase mit dem p,,-Optimum 7 nach 
Tabelle 1 die Adenosin-triphosphorsiiure nicht zu spalten vermag, eine 
Identitit mit diesem Enzym also nicht in Frage kommt, ist ein weiterer 
Beweis fiir die Individualitét des die Adenosin-triphosphorsiiure spalten- 
den Enzyms. 


Prifung auf carboxylatische Spaltbarkeit von Phospho-brenz- 
traubensaure. Glycerinextrakte aus Trockenhefe sind nach O. vy. Schéne- 
beck") gut wirksame Carboxylasepriparate, die Brenztraubensiiure rasch 
zu spalten vermégen. Das nimliche Enzympriiparat zeigt auf Phospho-brenz- 
traubensiiure praktisch keine Einwirkung. Die Giirung wurde manometrisch 
gemessen. 


Tabelle 11. 
Ansatz: Im HauptgefiB 1cem '/,,mol. brenztraubensaures Natrium und 


2,4cem Wasser, bzw. 2 ccm !/,, mol. Phospho-brenztraubensiure und 1,4 eem 
Wasser, im Anhang 0,3 cem Enzymlésung. py = 6,0. Temperatur 37°. 














Zeit in Minuten 
Substrat - 
5 | 10 | 15 
Brenztraubensiiure ineem... . 295 380 462 
Phospho-brenztraubensiure in ccm — 1,5 2,5 


Aktivierung der Phospho-brenztraubensauregarung mit Adenyl- 
saure. Durch Macerationssaft aus unseren Trockenhefen wird Phospho-brenz- 
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traubensiiure nur miBig schnell vergoren. Zugabe von Adenylsiure zym 
Giransatz steigert die Vergirung um ein Mehrfaches. 


Tabelle 12. 


Ansatz: Im HauptgefiB 2 cem Phospho-brenztraubensiure 1/,, mol, 
und 1,4 cem Wasser, im Anhang 0,5 cem Macerationssaft; pq = 6,0. CO,- 
Entwicklung manometrisch gemessen. 











Zeit in Minuten 5 7 17 
Ohne Adenylsiiure in cem ...... 59 68 88 
Mit 5 mg Adenylsiure in cem. ... . 150 211 288 











Wirkung des Arsenats auf die durch Hexose-diphosphat und 
Adenosin-triphosphorsaure induzierte Phosphorylierung. Sowohl die 
durch Hexose-diphosphat als auch die durch Adenosin-triphosphorsiiure 
induzierte Phosphorylierung wird durch '/,,. mol. Arsenat vollkommen ver- 
hindert, wihrend sie durch */,99, mol. Arsenat auf ungefiihr die Hiilfte herab 
gedriickt wird. 


Tabelle 13. 


Ansatz: In einem Volumen von 15 ccm sind enthalten: 300 mg Glucose, 
1 cem 3/,;, mol. MgSO,, 50 mg Acetaldehyd, 1 eem Co-Zymase (40 Co-E,), 
Hexose-diphosphat entsprechend 1 mg P bzw. Adenosin-triphosphorsiiure 
entsprechend 3 mg P, 2 cem Phosphat entsprechend 4 mg P, 0,5 ecm Mace: 
rationssaft. Angaben bedeuten mg P im ganzen Ansatz. 











Induzierender Gehalt an anorganischem Phosphor 

Phosphorsiiure- Arsenatzusatz — ses ta scab sapaaics 
ester Sofort | Nach 15 Min.) Nach 30 Min. 

Hexose - diphos - 

phat. ....]0 ccm ?/,, mol. 6,25 2,78 0,70 
Desgi.. . . ..} 1,5 com */,, mol. 6,25 6,25 6,25 
Desgl.. . . . .} 0,15 ccm ‘/,, mol. 6,25 4,00 2,22 
Adenosin-tri- 

phosphorsiiure} 0 cem ?/,, mol. 5,90 0,45 0,35 
Desgl.. . . . .} 1,5 ccm */,, mol. 5,90 5,90 5,90 
Desgl.. . . . .} 0,15 ecm 2/,, mol. 5,90 2,78 | 1,20 


Vergarung von Hexose-diphosphat und Glucose mit und ohne 
Zusatz von Arsenat. Obwohl die Uberfiihrung anorganischen Phosphates 
in organische Bindung durch Arsenatzusatz vollstiindig verhindert wird, 
zeigt es sich, daB nicht nur Hexose-diphosphat, sondern auch Glucose 
rascher und vollstindiger vergoren wird mit als ohne Arsenatzusatz. Das 
beweist, dab die Phosphorylierungs-reaktion fiir die Girung zu entbehren 
ist, wenn nur am Anfang der Reaktion geniigende Mengen organisch ge 
bundenen Phosphates zugegen sind. 
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Wie man sieht, geht die Glucosegiirung mit und ohne Arsenatzusatz 
anfiinglich mit gleicher Geschwindigkeit vor sich. In dem Augenblick, in 
dem die Hauptmenge der Glucose vergoren bzw. in Hexose-diphosphat 
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5 70 75 20 25 x1] 40 80 120 10 200 
Zeit in Minuten—=~ Leit inMinuten —= 
Fig. 1. Fig. 2. 
Vergirung von Glucose unter Vergirung von Hexose-di- 
Zusatz von Hexose-diphosphat phosphat durch Macerations- 
durch Macerationssaft; Kurve I saft: Kurve I ohne Arsenat- 
ohne Arsenatzusatz; Kurve II in zusatz; Kurve IT in 4/199 mol. 
1/409 Mol. Arsenat. Arsenat. 


iibergefiihrt worden ist, verliuft die Girung ohne Arsenat nur mehr triige, 
mit Arsenatzusatz hingegen geht sie im gleichen MaBe weiter. 


Hexose-diphosphat wird ohne Arsenat nur triige und nur bis zu un- 
gefiihr 70 °/, vergoren, ein Ergebnis, das wohl daher riihrt, dab unter dem 
Einflu8 der Hefephosphatasen die Zwischenprodukte der Girung dephos- 
phoryliert und somit unvergiirbar werden. Mit Arsenat wird die Girung 
von Hexose-diphosphat in kiirzester Zeit zu Ende gefiihrt. 


166 


Hemmung glykolytischer Systeme 
durch Schwermetalle und Wiederaufhebung der Hemmung. 
Von 


Th. Wagner-Jauregg und H. W. Rzeppa. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 23. Juli 1936.) 


In einer vorhergehenden Verédffentlichung teilten wir mit?) 
daB® Kupfersulfat in einer Konzentration von ungefihr m/400000 
die Bildung von Milchsiure aus Glucose-6-phosphorsiure oder 
Fructose-diphosphat im System: dialysierter Froschmuskelextrakt 
+ Magnesiumchlorid + Adenosin-triphosphat — vollstindig hemmt. 
Zur Darstellung des glykolytischen Extraktes verwendeten wir die 
Hinterbeinmuskulatur von Grasfréschen (Rana temporaria), 
die im Sommer 1935 gefangen worden waren und im darauf- 
folgenden Winter und Friihjahr fiir die Versuche verwendet 
wurden’). Wir konnten nun feststellen, daB die bemerkenswert 
groBe Empfindlichkeit gegen Spuren von Kupfer eine Higentiimlich- 
keit der glykolytischen Extrakte aus Rana temporaria ist. Bei 
Anwendung eines aus Wasserfréschen (Rana esculenta) dar- 
gestellten, dialysierten Extraktes war zur Erzielung der gleichen 
Hemmung eine 5—10 mal gréBere Cu-Konzentration nétig und bei 
Kaninchenmuskelextrakt (aus Acetonmuskel dargestellt, dialysiert) 
blieb Kupfersulfat noch in einer Konzentration von m/6000 ohne 
HinfluB auf das AusmaB der Glykolyse. Ob diese Unterschiede 
auf einer verschiedenen Empfindlichkeit des Fermentes gegeniiber 
Kupfer beruhen, oder ob sie durch wechselnde Beimengungen 
Schwermetall-entgiftender Substanzen bedingt sind, bleibt dahin- 
gestellt. 

Der Vergleich verschiedener Metalle ergab (Tab. 1), 
daB Kupfersalze am stiirksten, Ferrosalze viel schwicher, dagegen 
Ferri-, Zink- und Cadmiumsalze nicht (oder nicht nennenswer't) 


1) Diese Z. 240, I—IV (1936). 
*) Die Tiere wurden ohne Nahrung in einem Froschbecken auf bewabrt. 
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Tabelle 1. 


EinfluB verschiedener Metalle auf die Glykolyse. 
[Extrakt aus Rana temporaria’).] 


Je Ansatz: 2,5 cem alkalisch dialysierter Froschmuskelextrakt, 
0,2 cem m/10-MgSO,, 


0,4 cem m/20-Hexose-diphosphat, (In den Kontroll- 


0,43 mg Adenosin-triphosphorsiure (ATP) in ansitzen Wasser) 


0,1 cem H,O, als Na-Salz geldst, 
0,08 cem m/1000-Metallsulfatlésung. 
Gesamtvolumen: 3,28 ecm; Temperatur 20°; Reaktionsdauer 1 Stunde. 
Mai 1936. 





Gebildet mg Gebildet mg 
Milchsiure gegen Milchsiure gegen 
Metallsalz Kontrolle ohne Metallsalz Kontrolle ohne 
ATP u. Hexose- ATP u. Hexose- 
diphosphat diphosphat 
— 0,24 5. ZnSO, 0,21 
2, CuSO, 0,00 6. CdSO, 0,22 
3. Fe" (NH,).°(SQOq), 0,16 7. MnSO, 0,27 
4, Fel! (NH,)-(SO,), 0,20 














hemmen; Mangan wirkt eher férdernd auf die Milchsiure- 
bildung *). 

Die Schwermetallhemmung der Glykolyse lieB sich durch 
Zusatz von Co-Zymase (aus Pferdebluterythrocyten oder aus 
Hefe) und durch Warburgsches Co-Ferment (aus Pferdeblut- 
erythrocyten) wieder riickgingig machen, bei einem molaren Ver- 
hiltnis Metall: Reaktivator = 1: > 5°). Dabei war es gleichgiiltig, 
ob diese Aktivatoren in reiner oder unreiner Form angewandt 
wurden. Die in unserer ersten Mitteilung angefiihrten Versuche 
waren mit hochgereinigten Priiparaten von Co-Zymase (frei von War- 
burgschem Co-Ferment) und Warburgschem Co-Ferment (frei von 
Co-Zymase) gemacht. Wir geben in Tab. 2 zwei Versuchsserien wieder, 
bei denen ein unreineres Praparat von Warburgschem Co-Ferment 
zur Anwendung gelangte; hier ist ebenfalls sehr deutlich die Reakti- 
vierung der Schwermetall-gehemmten Glykolyse zu erkennen. 





') Es wurden fiir diesen Versuchsansatz frisch gefangene Friihjahrs- 
trésche verwendet, die einen nur schlecht wirksamen Extrakt ergaben. 

*) Deutlicher war der die Milchsiurebildung begiinstigende KinfluB 
des Mangans im Versuch mit Kaninchenmuskel (Acetontrockenpriiparat)- 
Extrakt; und zwar unter dihnlichen Bedingungen wie in Tab. 1 fast doppelte 
Milchsiiurebildung gegeniiber dem Mangan-freien Ansatz. Uber Steigerung 
der Wirksamkeit von Lactodehydrogenase und Hexosediphosphatdehydro- 
genase vgl. E. Hamamoto, Chem. Zbl. 1936, I 4030. 

___ §) Unsere vorliufige Mitteilung (a.a.O.) enthilt infolge eines Druck- 
tehlers die unrichtige Angabe 1: 75. 
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a) Froschmuskelextrakt (Rana temporaria), 


Tabelle 2. 


Milchsiure-Bildung aus a) Glucose-6-phosphorsiure und 
b) Fructose-diphosphorsidure. 


Th. Wagner-Jauregg und H. W. Rzeppa, 


dialysiert gegen destilliertes 


Wasser, das einem metallenen AufbewahrungsgefiB entstammte und geringe 
Mengen von Eisen und Kupfer enthielt. 

Reaktionstemperatur 20°. 

Dezember 1935. 


Reaktionsdauer 1 Stunde; 





Versuch Nr. 


ecm dial. Froschmuskelextrakt | 2,5) 2,5 | 2,5] 2,5]2,51]2,5]2,5] 2,5 
cem m/5- Glucose - 6 - phosphor- 
saures Na . . . | 0,4] — 10,4) — 10,4] — 10,4] — 
ecm m/100-MgCl, 0,1 | 0,1 | 0,1} 0,1] 0,1 70,1 70,1] 0,1 | (0,024 mg 
Mg) 
ecm Adenosin-triphosphat — | — |0,4]0,4) — |] —]0,4] 0,4 | (1,72 mg 
ATP 
eem 0,05°/,ige Co-Fermentlés. | — | — | — | — | 0,3]0,3]0,3] 0,3 | (0,15 mg 
ccm H, 0. 0,7] 1,1 | 0,3} 0,7] 0,4]0,8 | — | 0,4 | Co-Ferment 
Gef. mg Milchséure . ‘ 0,66(0,61 0,83)0,74 0,77|0,76 4,31| 0,89 
Gebildet mg Milchsiure (gegen . , 
: 9 
die Kontrolle ohne Substrat) siiad - “" — 
(ohn. ATP [(mit ATP)] (mit Co- | (mit Co- 
u. ohn. Co- Ferment) | Ferment 
Ferment) uu, ATP) 





























[| tt foray] v [vr very] 


b) Ansiitze genau wie unter a), nur 1,2 ccm m/20-Hexose-diphosphorsaures Na 
an Stelle von Glucose-6-phosphorsiiure und in den Substrat-freien Kontrollen 
0,8 cem H,O mehr als unter a). 





Versuch Nr. 


| I | I | 11 | Iv | v | vi | vin | vin 








Gef. mg Milchsiure 1,04 lc 0,77 1,33 1,04 | 1,28 | 0,65] 3 3,70 | 1,23 
Gebildet mg Milchsiure (gegen . " , — 
die Kontrolle ohne Substrat) sal _ _ aa 


Man wird nicht fehlgehen, die Entgiftung von Schwermetall- 


spuren im glykolytischen System durch Warburgsches Co-Ferment 
oder Eulersche Co-Zymase auf die Fihigkeit dieser Substanzen 
zur Bildung von Schwermetallkomplexen bzw. schwer lés- 
lichen Metallsalzen zuriickzufiihren. Immerhin handelt es sich 
dabei um eine spezifische Wirkung, da andere Schwermetall- 
Komplexbildner wie Ascorbinsiure oder Kaliumcyanid (Tab. 3) 
nicht reaktivierend wirkten. Ob dieses verschiedene Verhalten 
von Schwermetallkomplexbildnern auf der quantitativ verschiedenen 
Fahigkeit zur Maskierung von Schwermetallionen beruht, liebe 
sich nur beurteilen, wenn Angaben iiber die Schwermetallionen- 
Konzentration in Liésungen der von uns herangezogenen Komplex- 
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hildner vorhanden wiren, was unseres Wissens nicht der Fall ist. 
Wahrscheinlich spielen aber bei der Entgiftung Schwermetall- 
gehemmter Knzymsysteme noch andere, spezifiachere Kigenschaften 
jer Reaktionsteilnehmer eine Rolle. 

Wechselnd war der EinfluB, den Muskeladenylsiure aut 
die Cu-gehemmte Glykolyse ausiibte; manchmal wirkte dieses 
Nucleotid schwach aktivierend, manchmal war es_ wirkungslos. 
(fab. 3.) Dagegen erwiesen sich Glutathion und Cystein als 


Tabelle 3. 
Wirkung von Muskeladenylsiure, KCN, Glutathion und Cystein 
auf die Cu-gehemmte Glykolyse. 
Je Ansatz: 2,5 cem alkal. dialysierter Froschmuskelextrakt (Rana temporaria) 
0,2 cem m/10-MgCl,, 
0,4 ccm m/20-Hexose-diphosphat, 
0,1 eem m/10000-CuSO,, 
mit Wasser und Zusiitzen auf 4,1 ccm aufgefiillt, 
Temperatur: 20°; Versuchsdauer: 1 Stunde. 














Gebildet 
mg Milchsiiure Berechnet 
Nr. Lusiitze (gegen mg Milchsiure 
Kontrolle (additiv) 
ohne Zusiitze) 
} 
0,43 mg ATP. . 0,32 
2 | 0,2cem m/100- Muskeladenyl- 
siiure .. 0,79 
3 0,43 mg ATP + 0,2 ecm 
m/100- Muskeladenylsiure 1,08 1,11 (Nr. 1 + Nr. 2) 
4 {| 0,5cem m/100-KCN... . 0,36 
5 0,43 mg ATP + 0,5 cem 
m/100- BON .. ' 0,57 0,68 (Nr. 1 + Nr. 4) 
6 0,5 eem m/100- Glutathion , 0,47 
7 0, 43 mg ATP + 0,5 ecm 
Glutathion . . . — 1,07 0,79 (Nr. 1 + Nr. 6) 
8 | 0,5 ecm m/100- -Cystein | 
(Chlorhydrat) - oe a 0,32 
© | 0,43 mg ATP + 0,5 ccm 
m/100-Cystein (Chlorhydr.) 1,05 0,64 (Nr. 1 + Nr. 8) 


wirksam, aber viel schwicher als Co-Zymase oder Warburgsches 
Vo-Ferment; wie diese wirkten die beiden Thiole (re-)aktivierend 


auch nur auf die durch Schwermetalle gehemmte Glykolyse. Es 
erscheint durchaus méglich, da’ die von verschiedenen Autoren !) 


') Jowett u. Quastel, Biochemie. J. 28, 162 (1934); Gaddie u. Ste- 


Wart, Ebenda 29, 2102 (1935); Geiger, Ebenda, 29, “¥e (1935). Vel. da- 
gegen O, Meyerhof u. W. Kissling, Biochem. Z. 2835, 83 (1936). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIII. 12 
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beobachtete Co-Fermentwirkung des Glutathions bei der Glykolyse 
in Wirklichkeit auf eine Entgiftung von Schwermetallspurey 
zuriickzufiihren ist*). 


/ 


Den umgekebrten Vorgang, nimlich eine Entgiftung durch Schwer. 
metal] (Kupfer) in vitro haben E. Hesse und K. R. Jacobi’) beschrieben, 
Sie fanden, daB die tédliche Vergiftung, welche Hunde durch Zufuhr 
gréBerer Dosen von Schilddriisenpulver (3 g/kg oral pro die) erleiden, 
sich durch sehr kleine Kupfermengen (0,4 mg Cu/kg pro die) verhinderp 
laBt. Der Entgiftungsmechanismus wird darauf zuriickgefiihrt, daB sich 
unlésliche komplexe Metall-Thyroxinverbindungen bilden, die physiologisch 
inaktiv sind; in vitro sollen sich derartige Komplexverbindungen leicht 
gewinnen lassen. 

H. Hiusler und H. Schnetz?) sowie H. Schnetz’*) fanden eine 
deutliche Hemmung der Adrenalin-Glykogenolyse an der _isolierten 
Froschleber und eine Hemmung der Adrenalin-Hyperglykimie des Kanin. 
chens durch Kupfer, Zink und Cadmium; auch beim Menschen hatte 
Kupfer eine senkende Wirkung bei erhéhtem Blutzuckerspiegel. Die 
normale Glykogenolyse und der normale Blutzuckerspiegel wurden durch 
die genannten Metalle nicht wesentlich beeinfluBt. 

Unsere Befunde, daB die Glykolyse in Extrakten aus normalem 
Muskelgewebe durch Kupfersalze gehemmt wird, und daB diese Hemmung 
durch Schwermetall-Komplexbildner wieder aufgehoben werden kann, stehen 
in einem gewissen Gegensatz zu Angaben von F. Eichholz und Mit. 
arbeitern*), wonach die Glykolyse in der Tumorzelle durch Schwer- 
metall-Komplexbildner, wie Brenzkatechindisulfosiure, Athylendiamin usv. 
gehemmt werden soll, woraus die Hypothese abgeleitet wurde, daB in der 
Tumorzelle ein Kupferkatalysator der Glykolyse vorhanden ist. Dazu ist 
zu bemerken, da8 die Konzentration der zugesetzten Schwermetall-Komplex- 
bildner vielfach eine sehr groBe war. Wir selbst beobachteten bei Zugabe 
von Brenzkatechin-disulfosaurem Natrium und von Dibromoxychinolin in 
einer Konzentration, die derjenigen der iibrigen von uns ausprobierten 
Komplexbildner entsprach, nur eine ganz geringfiigige Hemmung der 
Glykolyse im Froschmuskelextrakt (‘l'ab. 4). 

Nach H.v. Euler und E.Giinther') vermag die Co-Zymase die 
Adenosintriphosphorsiure als Co-Enzym der Milchsiurebildung zu ersetzen; 
diese Angabe konnten wir bestitigen®). Dagegen kommen wir zu andere 
Befunden hinsichtlich der Co-Fermentwirkung schwach alkalisch 
oder sauer behandelter Co-Zymase. Die schwedischen Autoren 
fanden nimlich, daB dabei die Wirksamkeit als Co-Ferment der Milch- 
siurebildung erhalten bleibt, wihrend die Co-Dehydrase-Aktivitit (De 
hydrierung von Alkohol in Gegenwart von Alkoholdehydrase) vernichtet 
wird. Unter den Versuchsbedingungen von v. Euler und Giinther fanden 
wir, daB bei schwach alkalischer Behandlung der Co-Zymase (in n/50-Na0H 
5 Minuten lang auf 100°) die Wirkung als Co-Ferment der Glykolyse, 
als Co-Dehydrase der enzymatischen Alkoholdehydrierung und 





*) Uber die Ausschaltung der Kupfer-Vergiftung der Alkoholdebydras¢ 
durch Glutathion vgl. Th. Wagner-Jauregg u. E. F. Méller, Diese / 
236, 222 (1935). 

1) Klin. Wschr. 11, 2117 (1932). *) Biochem. Z. 175, 204 (1934). 

) Arch. f. exper. Path. 178, 420, (1935); Klia. Wschr. 15, 646 (1936). 


4) Biochem. Z. 206, 282 (1929); Arch. f. exper. Path. 178, 161 (1930). 


5) Diese Z. 235, 104 (1935); 237, 221 (1985); 289; 83 (1936). 
®) Vgl. Anm. 1, S. 166, 
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Tabelle 4. 


Beeinflussung der Glykolyse durch Brenzkatechin-disulfo- 
saures Natrium und durch Dibromoxychinolin. 


Je Ansatz: 2,5 cem alkal. dialysierter Muskelextrakt aus Rana esculenta. 
0,2 ecm m/10-MgCl,, 
0,4 cem m/20-Hexose-diphosphat, 
mit Wasser und Zusiitzen auf 3,5 cem aufgefiillt. 
‘ Reaktionsdauer: 1 Stunde, Temperatur: 20°. 


— SSS 




















Gebildet 
mg Milchsiure Berechnet 
Nr. Zusiitze (gegen mg Milchséure 
Kontrolle (additiv) 
ohne Zusitze) 
: | OOme ATP... .. 0,85 
2 | 0,2cem gesittigte, wiBrige 
Dibromoxy - chinolin -Lsg. 0,05 
3 | 0,43 mg ATP + 0,2 cem ges. 
Dybromoxy -chinolin-Lsg. 0,80 0,90 (Nr. 1 + Nr. 2) 
4 | 0,2cemm/100-Brenzkatechin- 
disulfosaures Natrium. . 0,01 


5 | 0,43mg ATP + 0,2cem m/100- 
Brenzkatechin-disulfo- 
saures Natrium. .... 0,78 0,86 (Nr. 1 + Nr. 4) 











als Reaktivator der Schwermetall-gehemmten Glykolyse ver- 
loren ging. Bei schwach saurer Behandlung (in m/5000-HCl] 60 Minuten 
lang auf 100°) blieben alle drei Funktionen in gleicher Weise erhalten. 
Allerdings waren unsere diesbeziiglichen Versuche mit einer (hoch- 
gereinigten) Co-Zymase aus Pferdebluterythrocyten, die Versuche der schwe- 
dischen Autoren mit einer Co-Zymase aus Hefe angestellt. Den direkten 


| Vergleich eines Co-Zymase-Priparates aus Hefe und aus Pferdebluterythro- 


cyten konnten wir nicht vornehmen, so daB wir auch keine Schliisse auf 
eine mégliche chemische Nichtidentitét beider Priparate ziehen méchten. 


Praparate und analytische Methode. — Glykolytisches Fer- 
ment aus Froschmuskulatur. Darstellung durch Zerreiben der Hinter- 
bein- Muskeln (2 Gewichtsteile) mit destilliertem Wasser (3 Gewichtsteile) 
nach O.Meyerhof') und nach K. Lohmann’). Die Extrakte fiir die 
Versuche der Tab. 2 wurden 2'/, Stunden bei 0° gegen destilliertes Wasser 
in Kollodiumhiilsen dialysiert, mit '/, Volumen m/15-Phosphat p, 7,4 und 
'o Volumen 2,6°/, igem Na-Bicarbonat versetzt und zentrifugiert. Fiir die 
iibrigen Versuche dialysierten wir gegen destilliertes Wasser, dem '/, seines 
Volumens m/15-Phosphat py 7,4 und '/, Volumen 2,6 °/,iges Natriumbicarbonat 
zugesetzt wurde. Die Enzymlésung setzten wir den Versuchsansitzen stets 
zum SchluB zu (nach Zusammenmischen der iibrigen Reaktionskomponenten). 
_ Adenosin-triphosphorsiure: Darstellung des Ag- und des Ba- 
Salzes aus Kaninchenmuskulatur nach der Vorschrift von K. Barren- 
scheen und W. Filz’). 

Warburgsches Co-Ferment: Darstellung aus Pferdeblut nach der 
von O. Warburg und W. Christian‘) fiir ,Co-Ferment I“ angegebenen Vor- 


') Biochem. Z. 178, 395 (1926). 2) Biochem. Z. 237, 445 (1931). 
“) Biochem. Z. 250, 281 (1932). *) Biochem. Z. 266, 377 (1933). 
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schrift (,,Priparat A“). Fir die Versuche wurden 20 mg Co-Ferment | j— 
40 cem destilliertem H,O gelést. 1 ccm der Lésung enthielt 0,005 mg af 
organisches P,O,;; 0, 028 mg leicht abspaltbares P,O, (in m/1-HCl, 7 bei 100 
und 0,086 mg Gesamt- -P,O,,. 

Mit dieser Lésung wurden die Ansiitze der Tab. 2 gemacht. Fiir (i 
iibrigen Versuche verwendeten wir ein hochgereinigtes Priiparat: Darstelluniy tbe 
aus obigem Produkt durch weitere Reinigung nach der Vorschrift yuf 
O. Warburg, W. Christian und Griese’) Konz. der angewandtefe 
Lésung wie oben angegeben. F 

Co-Zymase: Wir verwendeten fiir einen Teil der Versuche ein hoch 
gereinigtes Produkt aus Hefe, das wir der Freundlichkeit von Herrn Prof 
H. v. Euler verdanken. (ACo = 400000.) 

Ein reines Priparat aus Pferdebluterythrocyten stellten wir nach 
der Vorschrift von O. Warburg und W. Christian’) her. 20 mg (ie 
Zymase lésten wir fiir die Versuchsansiitze in 40 cem destilliertem W: asse 

Glucose-6-phosphorsiure: Es gelangte ein synthetische™ 
Priparat, das nach P. A. Levene und L. Raymond’) durch Einwirkue 
von POCI, auf Mono-acetonglucose dargestellt worden war, zur Anwendunh 















Drehung des Bariumsalzes: Di 
0 } 

ae te LiweiB: 

2 xX 3,01 Bey ge 
Hikatior 
Die Angabe von N. M. Meldrum und H.L. A. Tarr‘), da8B synthetischel oleic 
Glucose-6-phosphorsiiure im Warburg-Christianschen Oxydationssysten ~~ ~ 
(Zwischenferment-Co-Ferment-Flavinenzym) ebenso gut dehydriert wird wiggpeim 
Robisonester kénnen wir bestiitigen. (Vergleichsversuche mit Neubergester|IM.oinesv 

Fructose-diphosphorsaures Na: Erhalten durch Umsatz vo .;,., 
Candiolin (I. G. Farbenindustrie A. G. Elberfeld) mit Natriumoxalat. - _ 
Die Bestimmung der Milchsiiure erfolgte nach EnteiweiBen degRvor, 1 
Lésungen mit Wolframsiure und Kohlenhydrat-Fillung mit Kupfer-Kak®nd de 
durch Oxydation mit Permanganat nach Lieb und Zacherl’). ‘ee 
Nachtrag bei der Korrektur. In einer kiirzlich erschienenen ArfBb. J. 


beit teilt E. Bauer®) mit, daB die Zymohexase, jenes Teilenzym des glyko- MR oino 
lytischen Systems, das die Spaltung des Hexosediphosphates in Trios. 
phosphat bewirkt, durch Kupfer gehemmt wird. Die Aktivierung vo pStellur 
Zymohexaselésungen durch Schwermetall-Komplexbildner wird auf Au-fBnicht | 
schaltung geringer im Reaktionsgemisch vorhandener Mengen von Schwer- ldefinie 
metall zuriickgefiihrt. Es wird darauf hingewiesen, daB die von uns beo 
achtete Kupfer-Hemmung der Glykolyse méglicherweise an der Zymohexas nischet 


lokalisiert ist. B. J. J 
Zu der Arbeit von B. Andersson’) sei ausdriicklich bemerkt, da8 unsere 
Entgiftungsversuche das gleiche Resultat mit hochgereinigter Co-Zymas Ic 


(Praparat von Herrr Prof. von Euler, ACo-Wert = 400000) wie mit weniger i diese 
reinen Priparaten ergaben; das gleiche gilt fiir die Versuche mit Warburg (11 mit 
schem Co-Ferment. Wir halten es daher fiir unwahrscheinlich, dab die sicher). 


Entgiftung des Kupfers in unserem Falle durch eine Verunreinigung dere on B. 
Co-Ferment-Priiparate bewirkt wurde. 14 and 
—. - ; : , Be lagesm 

'!) Biochem. Z. 282, 157 (1935). *) Biochem. Z. 285, 156 (1936. 9% 18 


8) J. of Biol. Chem. 92, 757 (1931). Das Priparat wurde von Herr 
cand. chem. H. Griesshaber hergestellt. 

*) Biochemic. J. 29, 108 (1935). 

5) Diese Z. 211, 211 (1932); 251, 88 (1985). 1) 

6) Diese Z. 242, 15 (1936). ) Diese Z. 242, 205 (1936). 2) 
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telluns ' Uber krystallisiertes und amorphes Bence Jones-Eiwei8. 
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andte j Multiple Myelome. IX. 
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1 Prof ; Adolf Magnus-Levy. 
r nace Mit 6 Figuren auf Tafel ITI. 
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a“ (Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1936.) 
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_ Die schon friih aufgekommene Meinung, da das Bence-Jones- 
jiweiB!) nicht einheitlich sei, sondern mehrere K6érper, Modi- 
fikationen, Arten umfasse, griindete sich im wesentlichen auf den 
ungleichmaBigen Ausfall der charakteristischen Reaktion. Der 
beim Erwaérmen auftretende Niederschlag lést sich beim Kochen 
keineswegs immer vollstindig, vielmehr kommen alle Verschieden- 
heiten von volliger Lésung bis zu ganzlichem Ungeldstbleiben 
-defevor, nicht nur bei verschiedenen Kranken, sondern auch bei ein 
Kak@ind demselben im Verlauf laingerer, aber auch kurzer Zeitriiume. 
‘Bisher ist es jedoch nur gelungen, aus der Mehrzahl der vermuteten 
) Ar fPB. J. E.-Kérper einen einzigen zu isolieren, und zwar durch 
‘he jseine Krystallisierbarkeit. Aber dessen Kigenschaften, seine 
vo tellung und Unterschiede von der Sammelgruppe des (bisher) 
Aus f@nicht krystallisierbaren Materials sind zur Zeit noch wenig scharf 
vor ctiniert. In folgendem wird zuniichst das Verhalten des krystalli- 
xavmeuischen B. J. KE. (an 3 neuen und 8 alten Fallen), und dann des 
|b. J. E. im allgemeinen besprochen. 


tische 
ystem 
d wie 
ster.) 

von 


gere 
nase Ich habe in 5 Jahren Urine von 16 Myelomfallen in Handen gehabt, 
iget ™ i4 dieser Kranken habe ich selber meist langere Zeit klinisch verfolgen kénnen; 
'e-@ (ll mit Sektionen, auch die fiinf anderen weit vorgeschrittenen waren ganz 
die sicher). Unter 16 Urinen war nur einer, auch von einem Spatfall, ganz frei 


der} von B. J. E. und von Serumeiweif8, ein zweiter enthielt beides in Spuren, die 

14 anderen fiihrten mindestens einige Gramme B. J. E.; in fiinfen wurden 
36) Tagesmengen von 14, 11, 16, 10 und 44 g erreicht. [Ferner 36 g in einem Fall 
oe 8997).] Die mit Chloroform oder Toluol geschiitzten Urine hielten sich 


in der Kiithlkammer bei 2—6° jahrelang mit wenigen Ausnahmen unzersetzt. 


‘ *) Fortan als B. J. E. bezeichnet. 
i. *) Uber die Produktivitat bei Myelomen vgl. M.-L. O. I. u. III. 
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Die Darstellung des B. J. E. geschah fast ausschlieBlich durch wiederholt. ! 


Aussalzung mit Ammonsulfat. Die haufig ausgefiihrte Zerlegung in verschieder, 
Fraktionen durch sukzessiven Salzzusatz hatte nur in einem Fall Erfoly. 
hier gelang es, den krystallisierbaren Anteil des B. J. E. in der héheren Fallung 
anzureichern und nur aus dieser zu gewinnen. 

Abgesehen davon habe ich meistens die niedrigste Anfangs- und di: 
héchste Endfallung verworfen, in dem Wunsche, stérende Stoffe (etwaiges 
Serumprotein, aber vor allem urobilinartige Substanzen) wenigstens teilweis 
zu entfernen. Mir schienen gerade diese Farbstoffe die Krystallisierung 2, 
erschweren. Ihre Entfernung durch Kohle, oder Bleifallung, gelingt ny 
unvollkommen und unter betrachtlichen Verlusten. 


I. Das krystallisierte Bence-Jones-Eiwei8. 


Fall1 (R.V.) 1981. Schwere Niereninsufficienz bei Mye. 
lomen (Sektion!). 8 Wochen vor dem Tod. (Das Klinische ist 
mir unbekannt). In 24 Stunden 10 g B. J. E. — Um das in kleinen 
Mengen beigemengte Serumeiweif wenigstens teilweise zu ent- 
fernen, wurde nur das zwischen 45 und 60°/, Ammonsulfat- 
ausfallende verarbeitet. Nach Dialyse der 3. Ausfallung und Ein- 
engung wurden 100 ccm tiefbraune Lésung (pq = 5,0) mit etwa 
10°/, B. J. E. erhalten. Sie krystallisierten wahrend des Fil. 
trierens im Filter und auf dem Filter vollstandig aus, mit wenig 
HKiswasser gedeckt schon beim erstenmal ganz ungefarbt, wahrend 
eine Entfarbung amorpher Fallungen kaum gelingt. Uber das 
chemische Verhalten vgl. weiter unten 8.178. Aus den Mutter- 
laugen schieden sich noch geringe Mengen in der Kalte, oder bei 
vorsichtigem Zusatz von Aceton aus. 

| Die Grundformen der Krystalle_ bestanden aus 
Nadeln, SpieBen und dickeren, meist zugespitzten Séaulen; je 
nach der Schnelligkeit des Ausfallens iiberwogen Rosetten oder 
unregelmaBige Gewirre, Zwillingsformen, spitzwinklig zusammen- 
stoBend usw. — GroBere glitzernde Stabchen von 2—3 mm Linge 
bestanden aus Agglomeraten. Die gréBten Solitaire, auf sie bezieht 
sich die folgende Beschreibung, erreichten eine Linge von 150» 
bei 25—50 4 Breite, die schlanken Formen iiberwogen durchaus. 
In frischem Zustand sind sie so weich, daB beim Mikroskopieren 
schon ein Auffallen des Deckglases, ein leichter Druck, besonder: 
aber dessen Ansaugung beim langsamen Verdunsten wahrend der 
Arbeit sie verbiegt und teilweise zerstért (,,Linsen‘’ von Graaff- 
Grutterink). Gute photographische Aufnahmen (vgl. die Tafel) 
gelangen nur in vertieften Kammern. Ungefarbt waren die mikro- 
skopischen Praparate schlecht haltbar, mit Methylenblau oder 
Pikrinsdure fixiert hielten sie sich einige Monate. (Fig. 1 u.2, Tafel III.) 
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Herr Priv. Doz. Dr. Seyffert vom _ mineralogisch-petrographischen 


“a ' Institut, dem fiir Untersuchung und Belehrung bestens gedankt sei, gab 1931 
rfolg: folgendes Urteil ab: 


Hung & ,,.Die mir vorgelegten Krystalle waren schlanke, nadelférmige, seltener 
| gedrungene hexagonale Saulen') mit einem Rhomboeder von meist recht 
1 die  jdealer Ausbildung; haufig erscheinen sie angelést, dann verrundet (Zeppelin- 


aiges [F ahnlich) oder statt des hexagonalen Prismas von steilen Rhomboedern be- 
weise JF orenzt. Sie zeigen gerade Ausléschung auf den Prismenflichen mit optisch 
g 2 [— positivem Charakter der Lingsrichtung.“ 

nu & 


Fall 2 (Ernst). Hier gelang die Krystallisation nach 1/,—1 jah- 
riger Aufbewahrung 1935; sonderbarerweise nie aus waBriger 
Lisung (auch spater nach Impfung nicht), sondern nur aus Ammon- 
sulfat; zuerst nach Anséuerung mit Schwefelsiure (Graaff- 


lve. 

fi Grutterink), dann auch ohne sie. Von der 2. oder 3. Umfallung 
nen an schied sich das ganze Eiweif sofort in massiven Biischeln 
nt. & (scharf gebiindelte Garben) aus, deren einzelne Ahren 50—100 zu 
fat. @ 7-10umaBen. (Fig.3, Tafel III.) Bei langsamer Ausbildung besonders 
‘in. & in den Mutterlaugen wurden schén ausgebildete hexagonale Einzel- 
wa [E prismen angetroffen. Auch hier war wie in Fall 1 nur die krystal- 


Fi]. | lisierbare Form vorhanden, und ebenso leicht aus den héheren 
' wie den niederen Salzfraktionen zu erhalten; gréBere Mengen 
nd @ amorphen Materials blieben nicht zuriick. 


las § Fall 3 (Erdm. 1929). Hier wurden, nachdem in den ersten 
er- B 12 Monaten alle Versuche fehlgeschlagen waren, nach vollen 
bei 6 Jahren aus kalt konservierten Urinen und B. J. E.-Lisungen 


_ Krystalle gewonnen. Aber, unterschicdlich von Fall 1 und 2 (und 
us J zwar in allen 4 Darstellungen gleichmaBig), nur aus der ,,héheren 
J¢ & Salzfraktion™ (aber 45 oder 50°/, Am,SO,), mit zeitraubenden 


let & Schwierigkeiten. Die Krystallisation erfolgte nur aus waBriger 
M- Lésung und (auch spéter trotz Impfung) erst nach starker kalter 
g¢ & Einengung bis auf 16 und 20°/, im Faust-Heim. Sie bedurfte 
ht & Wochen zum Anwachsen und umfa8te nie mehr als etwa 30°/, des 
! gesamten Materiales. Das Umkrystallisieren war verlustreicher 
Is. @ (vielleicht wegen Adhiarierens amorphen Materiales). Zunachst 


on traten nur von Fall1l und 2 abweichende Krystalle auf, kurze 
8B breite Formen, etwa 50 zu 20 uw, die Herrn Dr. Seyffert von denen 


er & des 1. Falles wesensverschieden schienen, ohne da8 er ein binden- 
[- & des Urteil abgeben wollte. (Fig.4 u.5, Tafel III.) Man konnte sie etwa 
|) & mit zwei gegeneinander gelegten Dachfirsten vergleichen, die sich 
a i . > 

Te 1) Die hexagonalen Sidulen ahneln Quarzkrystallen. Eine ‘Fraktion 


zeigte ausschlieBlich kurze kalkspataihnliche Formen. 
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von dem schmalen First her prisentierten. Berm Umkrystallisierey 
(vgl. weiter unten) bheben diese Formen zumeist erhalten, doch 
schienen daneben auch kleine hexagonale Saulen aufzutreten, 
Und kleine Mengen solcher Sféulchen hatten sich auch 
spontan gebildet, freilich nicht aus der Harnflissigkeit direkt, 
sondern aus den Globuliten des frischen Sediments, die ge. 
sammelt jahrelang kaltgestellt waren (M.-L. VIII). Chemisch 
und auch sonst im allgemeinen Verhalten unterscheiden sich 
die Krystalle dieses Falles nicht von denen der beiden ersten, 
Ob es sich wirklich um den gleichen Kérper handelt oder nicht, 
wird vielleicht auf chemisch-physikalischem Wege entschieden 
werden kénnen. 
Aus drei weiteren Urinen, die ich ebenso ausfithrlich unter- 
sucht habe, gewann ich keine Krystalle, obwohl bei zweien manches 
; auf die Anwesenheit dieser Modifikation hinzuweisen  schien. 
Immerhin zeigt dieses Zahlenverhaltnis (dazu kommt noch mein 
Fall von 1899), daB der krystallinische Korper ziemlich haufig ist. 
Wabhrscheinlich ist er anwesend in allen den Urinen, in denen das 
Protein sich beim Sieden oder vorher als zihe leder- oder fibrin- 
artige am Glase haftende Masse ausscheidet. Die bei 50—60! 
zunichst milchige, weiterhin flockige Fallung verfliissigt sich dann, 
bildet kleine Tropfen, und erstarrt erst danach in dieser eigen- 
tiimlichen Form (M.-L. VIII). Diese sonderbare Erscheinung ist 
zwar andeutungsweise, namlich mikroskopisch, in jedem Urin 
hervorzurufen, besonders ausgepragt aber in jenen, aus denen 
die krystallimische Form gewonnen wurde (drei eigene Falle und 
der von Paton). Vielleicht kommt diese ,,Schmelze‘‘ nur dieser 
Modifikation zu, dann mi8te man kleine Beimengungen von 
ihr in jedem derartigen Urin annehmen. Auch das Auftreten 
von KiweiSglobuliten im frischen Sediment zeigt den krystallini- 
schen Korper an, sie bestehen aus ihm. Noel-Patons Protein ist 
zwar von ihm selbst, von Huppert und von Hektoenund Welker 
verkannt und fiir ein Globulin gehalten worden. (Der Fall hat wegen 
der riesigen Ausscheidung [76g in 24 Stunden] eime _ besondere 
Bedeutung fiir die Auffassung des Stoffwechsels.) Er ist, entgegen 
allen Zweifeln als B.J.E. charakterisiert durch die Ausfallung 
zwischen 59 und 62° und ,,das plétzliche Erstarren der milchigen 
Tribung beim Kochen zu emer fibrinartigen Masse‘, das Paton 
beschreibt. DaB Hektoen mit dem Priparat kein spezifisches 
Pracipitin erhielt, lag wohl daran, dai es bereits 35 Jahre alt 
war, als er es untersuchte. 
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Vergleich aller bekannten Falle. Mit den obigen drei 
neuen Fallen ist die Krystallisation bisher 11mal gegliickt?). 
1. Zuerst 1899 aus 40°/,iger Ammonsulfatlésung (Magnus-Levy), 
aber geringe Ausbeute (Magnus-Levy, Graaff-Grutterink, 
Hektoen). 2. Durch Anséuerung schwacher (etwa 10°/,iger) 
Am,8O,-Lésung (Grutterink-Graaff), gute Ausbeute. 3. Frei- 
willige Verdunstung oder kalte Kinengung der salzfrei dialysierten 
wiBrigen Lésung (Thannhauser-Krau8). (Mit diesen beiden 
Methoden auch die neuen Fille von Magnus-Levy.) 4. Spontane 
Ausscheidung aus dem Harn (befordert durch Ansiuerung oder 
Dialyse) fanden Noel-Paton, der aber 1892 das Eiweif fiir ein 
Globulin gehalten hatte, Walters-Wilson und O. Jervell. 
5. Héchst tiberraschend gelang Schumm eine Krystallisierung 
nach 2maligem Erhitzen des angesdéuerten Urins, erst auf 100° 
mr Entfernung von Serumeiweib, dann noch einmal nicht ganz 
zum Sieden; am nachsten Morgen hatten sich im Eisschrank 
Krystalle ausgeschieden. 

Nach der Leichtigkeit der Gewinnung und den sonstigen 
Angaben zu schlieBen, bestand das B. J.E. ausschlieRlich aus der 
krystallinischen Form ohne Beimischung anderen Materiales in 
den Fallen von Paton (1mal spontaner Ausfall von 80°/,!), 
Grutterink-Graaff, Thannhauser und in zwei Fallen von 
mir, wahrscheinlich auch bet Wilson und Jervell. Drei weitere 
Fille erlauben kein Urteil, und nur bei meinem Kranken: ,,Erdm.** 
(Fall 3) scheint neben der spirlicheren krystallinischen, noch eine 
zweite amorphe Modifikation im Uberschuf vorhanden gewesen 
zu sein (von Anfang an? Veranderung durch jahrelanges Stehen ?) 

Nach der Krystallform und dem chemischen Verhalten sind 
alle bisher beschriebenen Praparate identisch, ,,kalkspat- 
ihnlich** (Magnus-Levy 1899), ,,6seitige Prismen vom hexagonalen 
System‘ (Grutterink und Graaff), vgl. auch die weniger genauen 
Beschreibungen und Abbildungen der anderen Forscher. Die 
zweitelhaften Abweichungen in meinem 3. Fall sind oben erwahnt. — 
Von unseren Formen verschieden erscheinen allein die, nur in 
Schnitten einer Myelomgeschwulst vorlhiegenden Bilder bei Abri- 
kosoff und Wulff. Die Quer- und Langsschnitte der durchaus 
als B.J.E. zu deutenden Riesenkrystalle zeigen durchweg rhom- 
hoidische, kurze oder langgestreckte Formen (vgl. Fig. 6, Tafel IIT, 
nach eigenen Schnitten). Ob auch ihnen das hexagonale System 


') Einen weiteren Fall sah Lichtwitz (unpubliziert). 
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gugrunde liegt, vermag ich nicht zu beantworten. Sollte das verneint 
werden, so ist doch im Auge zu behalten, daB die Bedingungen 
des Ausfallens in dieser absterbenden Geschwulst ganz andere 
waren (schon hinsichtlich des p, usw.) als im Reagenzglas, und 
da8 daher ein Dimorphisnius méglich ist. 


Allgemeines. 
Loslichkeit und chemisches Verhalten. 


Die B.J.E.-Krystalle sind, wie das schon ihre Darstellung 
lehrt, in kaltem Wasser schwer ldéslich1). Dies und das Ausfallen 
bei der Dialyse im Verein mit der vollstindigen Ausfallung aus 
dem salzangereicherten Urin bei 100° hatte Noel-Paton 
(und auch Huppert) veranlaBt seinen Koérper als (Eu)-Globulin 
aufzufassen. Leichter, wenn auch nicht vollstandig, ist die Losung 
in hei8em H,O (Graaff und Grutterink), aus dem es sich, bei 
einiger Konzentration, beim Abkiihlen amorph ausscheidet. In 
saurer Salzlésung (oder in Urin) gelést und erhitzt verfliissigen 
sich die in der Warme gebildeten Niederschlige vor oder bein 
Sieden zu makroskopischen oder mikroskopischen Tropfen (,,wie 
eine Schmelze**) und erstarren dann zu einer fibrinartigen Masse. — 
In Salzen, auch in hochkonzentrierten Lésungen sind die Krystalle 
leicht léslich. Frisch gefallt iésen sie sich spielend in 1—2°/,igem 
NaCl oder Urt und fallen bei der Dialyse wieder schén aus. Ich 
habe mich vorzugsweise dieser Umkrystallisation aus dinner Ur’- 
Lésung bedient. Sie gelang auch durch vorsichtiges Lésen in 
dimner (héchstens 14/,),n) Sodalésung mit schnell folgender 
Ansauerung mit der gleichen Menge Saure (Wilson). Doch gewinnt 
man bei beiden Verfahren immer nur einen Teil der Substanz in 
krystallinischer Form wieder. 

Elementaranalyse, Haltbarkeit. Die Analyse des Pri- 
parates ergab 52,89, C, 7,0°/, H, 16,019) N und 1,24, §, in voller 
Ubereinstimmung mit den Angaben von Bence- Jones, Kiihne, 
Noel-Paton und Hopkins. Willheims recht abweichende 
Werte fiir C, N und besonders § (1,32; 0,9°/, S ohne Cystin-S; und 
0,5°/, S) weisen deutlich auf Zersetzung hin, und setzen seine 
sonstigen Angaben Zweifeln aus. Deutsch sah Tyrosin in einem 
lange dialysierten Praparat ausgefallen, desgleichen ich unter 
Dutzenden Darstellungen zweimal, darunter einmal zusammet 
mit Cystin. — Im allgemeinen halten sich chloroform- oder toluo!- 


1) Einzelne Mutterlaugen enthielten nur 1°/, B. J. E. 
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int : seschiitzte oder steril filtrierte Urine und reine Lésungen in der 
zen [F Kaltekammer gut, worauf schon die Gewinnung von Krystallen 
ere — nach 6 Jahren hinweist. Die Léslichkeit der Fallung beim Kochen 
ind F yzeigte mir auch noch ein 35 Jahre alter Urin, was freilich die 


sonstige Unversehrtheit des Molekiils nicht verbiirgt. 

Die aus Ammonsulfat ausgefallenen Krystalle halten sich 
in der Mutterlauge in der K&alte sehr gut; auch solche, die aus 
wiBriger Lésung ausgefallen sind in der Mutterlauge. Dagegen 
sind die feucht, ohne deckende Schichten aufgehobenen Krystalle 
selbst im Frigo dem langsamen Wachstum von Bakterien und 


len 
a der Zerst6rung durch sie ausgesetzt. Nach gewohnlicher Trocknung, 
" ohne besondere MaBnahmen, werden sie wie alle Proteine allmahlich 
i schwerldslich. 

4 
ne II. Das Bence-Jones-Eiweif8 im allgemeinen. 
JP] : , . 
Inf Aminosauren, N-Verteilung. Die Isolierung und Bestim- 
ss mung einzelner Aminoséuren durch Abderhalden und Hopkins 
* erlauben aus ersichtlichen Griinden keinen zuverlassigen SchluB 
i auf die Zusammensetzung und auf Gleichheit oder Verschiedenheit 


. verschiedener Préparate. Eher ist das der Fall hinsichtlich der 
lp @ -Verteilung nach v. Slyke: Grace Medes fand in 5 Praparaten 
volle Ubereinstimmung untereinander und mit einer 4lteren 
| Analyse von Luscher; ein 6. Préparat verhielt sich ganz ab- 
+, [E weichend (30°/, Gesamtbasen-N gegen 23°/, usw.), es ist das einzige 
Praparat dessen Verschiedenheit chemisch gut bezeugt zu sein 
scheint. Ob dies etwa ein krystallisierbares B. J.E. gewesen sein 
mag? Leider ist von ihm nichts anderes bekannt, als daB es bei 
100° vélhg léslich und daB es schwerer aussalzbar gewesen sei als 
die anderen; seine Tagesmenge hatte 17,9 g betragen, eine Hyper- 
protenémie hatte nicht vorgelegen. — Willheim fand mittels 
Methyl- und Methoxylbestimmungen, mit Jod und Goldzahl und 
anderen Methoden bei 3 Praéparaten véllig verschiedene Werte, die 
io & ¢&r drei heterogenen K6rpern ohne jede Gemeinsamkeit zuschreibt: 
dE °& erscheint fraglich, ob die Anwendbarkeit jener Methoden auf 
_ Eiwei8 iiberhaupt erprobt und zulassig ist, es erscheint sicher, 
da seine Kérper zersetzt waren. 


Physikalisches. 


_ Molekulargewicht. O. Pedersen und K. Andersson haben 
in Institut von Prof. Svedberg, Upsala, mein krystallinisches 
Priparat 8 (Erdm.) mit friiheren Produkten verglichen. Herr 
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Svedberg stellte von dem Ergebnis der noch nicht ver6ffentlichtey 
Arbeit foleende Angaben zur Verfiigung: 

, Mol.-Gew. 37,000, also ebenso groB, wie das friher von 
Svedberg und Sjégren fiir ein anderes!) amorphes Praparat 
gefundene. Isoelektrischer Punkt bei Kataphorese 5,4—5,5 py. 
Das Institut von Prof Svedberg ist der Ansicht, daB es mehrere 
verschiedene Bence-Jonesproteine gibt.‘‘ — Alle 3 Préparate waren 
monodispers. 

Spezifisches Gewicht. Jedes Volumprozent B.J.E. in 
Wasser oder Urin gelést (zwischen 2—16°/, gepriift) erh6ht dessen 
spezifisches Gewicht um 2,84 Tausendstel, genau soviel wie Serum- 
eiweiB. Spezifisches Volumen des B.J.E. nach Svedberg 0,749. 

Die roéntgenographische Untersuchung von Bence. 
Jones-EKiweif hat Herrn Prof. K. H. Meyer, Genf, zu folgendem 
Ergebnis gefiihrt: ,,Die réntgenographische Untersuchung ergal 
bei geeigneter Aufnahmetechnik ein Debye-Scherrerdiagramm it 
9 relativ schwachen Linien. Der innerste Ring entspricht einem 
Netzebenenabstand von 41 A. Die Netzebenenabstande und Intensi- 
taten der Linien sind ahnlich wie die von Wyckoff und Corey 
am Oxyhémoglobin gefundenen. 

Aus den groben Netzebenenabstinden kann man scehlieBen, 
daB die EKlementarzelle gro8 sein mu’ und daher mindestens ein 
chemisches EiweiBmolekil’ enthalt. Die Elementarzelle ist der- 
jenige kleinste Krystallbereich, aus welchem der ganze Krystall 
durch Translation nach den 3 Achsenrichtungen hervorgeht. 
Das von Svedberg bestimmte Molekulargewicht von B..J.E. 
betract etwa 34,000.° 

Spezifische Drehung. In der spezifischen Drehung des 
Lichts eine Konstante und eine Gewahr fir Unversehrtheit der 
B. J.E.-Praparate zu gewinnen, ist bislang nicht méglich gewesen. 
Es wurden die verschiedensten Werte erhalten. 

Um die etwaigen Veranderungen der optischen Eigenschaften durch 
die Darstellung zu beurteilen, also die Drehung im natiirlichen (,,nativem”) 
Zustande kennen zu lernen, wurde die Drehung des Urins, d. h. (unter Differenz- 
stellung der ,,Restdrehung‘‘) die des EiweiBes in ihm zu vielen Malen be- 
stimmt. Bei einem Gehalt von 2—3°/, E. (von Haus aus oder nach Aus- 
frieren usw.) sind die Ausschlage im 2 dm Rohr geniigend groB. Die Bestand- 


teile des Harns beeinflussen die Drehung des EiweiBes nicht nennenswert. 
ebensowenig wie die des Zuckers. Das wurde ausdriicklich festgestellt. Ferner 
wurde eine betrachtliche Stabilitat der Drehung beim Aufbewahren gefunden. 


') Oder vielmehr fiir zwei andere. 





Steril 
wohn! 
Zunal 
(z. B. 
der S 


all 
Wert 
des 
eS. 
von 
Uber 
Stute 
hand 


Kryst 


Amor 


Dreh 
Wert 
nicht 
(auck 
schie 
suche 
frelw 


Titra 
als b 


Firma 































m- 


Ch 





Uber krystallisiertes und amorphes Bence Jones-EiweiB. 181 


Steril filtrierte oder CHCl, geschiitzte Urine oder reine Lésungen lieBen ge- 
wohnlich im Verlauf von Monaten keine starkere Abnahme erkennen. Eine 
Zunahme der spezifischen Drehung trat nur durch starkere Eingriffe ein 
(z. B. durch Fallung bei 60°, Lésen in Urt und Dialyse; oder Herausdialysieren 
der Sulfosalicylsiure aus einer derartigen B. J. E.-Fallung). 


In eigens darauf gerichteten Untersuchungen hat Hewitt 
an 5 unter Tiefkiihlung gewonnenen me 5 verschiedene 
Werte zwischen 43,2° und 59,6° gefunden (fiir die Wellenlinge 5780 
des Hg-Lichtes). Und in ebensoweiten Grenzen schwankte «,, 
(—37—56°) bei 3 krystallisierten und 3 amorphen Praparaten 
von 6 meiner Kranken. Dabei war in jedem Fall eine ungefiahre 
Ubereinstimmung (jedenfalls eine Zugehorigkeit zu der gleichen 
Stufe) der Werte fiir das KiweiB im Urin und in reiner Lésung vor- 
handen. «, betrug?): 





In H,0 oder Salzlésung Im Urin in ° 
Kryst. Prap. I RV... . [36,8 u. 37,2 ( A) 0). N aC’ !) (?) (I) 
» IL Ern. . . [52,8 u. 54,6 (2°/ ‘lo NH,),S0O, (48)—52 (II) 
- », IIT Erdm.') 45,5 (1°/, NaCl) 42 —44 (III) 
Amorphe Praparate . 
ea ae 58 53 —56 
ak ee a Re 50 (?)—55 53 
a hte el a 43 39 
a Ss a eA as —_ 50,8 








Das Vorhandensein zweier Proteine mit weitest verschiedener 
Drehung in wechselnden Verhialtnissen wiirde die ungleichen 
Werte fiir die amorphen Praparate befriedigend erkliren, jedoch 
nicht fir die krystallisierten, von denen zum mindesten Fall 1 und 2 
(auch krystallographisch) identisch waren und optische Unter- 
schiede von 37 und 52° zeigten. Klérung kann erst aus neuen Ver- 
suchen kommen, am besten an Krystallen, die wie bei Noel- Paton 
ireiwilig und schnell aus dem Urin ausfielen. 


Der isoelektrische Punkt liegt bei elektrometrischer 
litration und bei Fallungsbestimmungen in stirker saurem Bereich 
als bei Kataphorese. pq lag bei: 


') Die Dispersion, freundlichst gemessen von den Herren der optischen 
Firma Schmidt u. Haensch, betrug fir das krystallisierte Praparat III: 


Wellenlange ..... 656,3 589,3 546,3 486,1 


Drehung . — 36,2 — 45,5 — 53,9 — 70,0 
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Fallung Elektrom. Titration] Kataphorese 

Magnus-Levy. . . 5,5 

99 29 m) 4,2 

es 4,4 

Wleene*). . | dasselbe Praparat 5.4—5.5 
Jervell4),. .... 4,0—4,2 
Tiselius (Svedberg) 5,2 
M. Farlane _,, 6,56 
W. Deutsch ... 4,8 4,8 
_... foe 3,6 u. 4,4 5,5 
Willheim. .... 4,05— 4,75 
Mainzer..... 8,0 u. héher 6,6—7,0 


Die Krystallisation erfolgte bei allen Autoren ausschlieBlich 
in saurer Lésung, ebenso die Fallung bei 60° und héher. Nur 
Mainzers Angaben weichen von denen aller anderen Forscher 
auf das stérkste ab. Es ist doch wohl sein Praéparat denaturiert 
gewesen, und nicht wie er meint, die aller anderen Autoren. Damit 
wird auch seine physikalisch-chemische Erklarung der Griinde 
hinfallig, wonach die Niere das ,,annahernd neutrale“ B. J.E.- 
Molekiil ebenso wie das Hamoglobin durchtreten ]aéBt, im Gegen- 
satz zu dem sauren Albumin und Globulin. 

Der Fallungsbereich fiir Ammonsulfat. So verschieden 
er ausfallt, J4Bt sich daraus doch keine Andeutung fiir die Annahme 
verschiedener Bence-Jones-Modifikationen und fiir ihre Trennung 
entnehmen. Die Fallung erfolgt bei um so niedrigerem Salzgehalt, 
je saurer die Lésung und je héher ihr Gehalt an EiweiB ist. Die 
verschiedene sonstige Zusammensetzung des Harns spielt an- 
scheinend keine groBe Rolle, da die Fallung in waBriger neutraler 
Lésung nicht viel von der im Urin abweicht. Unter etwa 30 brauch- 
baren meist &lteren Angaben war die Fallung unterhalb Halb- 
sittigung, gelegentlich schon bei 40°/,, beendet in etwa einem 
Drittel der Falle, bei den anderen lagen die Grenzen zwischen 
40—60°/,?), manchmal sogar erst tiber 45—50°/, Ammonsulfat- 
sittigung beginnend. Das gilt sogar fiir die krystallisierbaren Kor- 
per (Noel-Paton bei 50°/, beendet, Thannhauser iiber 50°), 
beginnend, Magnus-Levy: 40—60°/, in 3 Fallen). Es scheinen 
im Harn nie zwei scharf trennbare Fraktionen vorzukommen, 
der Fallungsbereich umfaBt stets kontinuierlich bis zu 20 Breiten- 
grade, abgesehen von dem selteneren Vorkommen kleiner Mengen 


') Krystallinische Praparate. 
2) In meinen 12 Fallen ausnahmslos iiber 40°). 
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Serumproteine (vgl. weiter unten), deren Vorkommen sich auf 
spatnephritische Stadien der Myelome beschrankt. Und es ist 
keineswegs erlaubt, gelegentliche Fallungen unter 40 oder iiber 
60°/, Ammonsulfatsaéttigung (zumal bei weiteren Umfallungen) 
ohne weiteres als Globulin oder Albumin anzusprechen. 

Die Fallungstemperatur. Sie liegt in sauren Urinen meist 
unter 56° (jedenfalls unter 60°), das ist wesentlich tiefer als die 
fir SerumeiweiB?), sie kann bis 41° heruntergehen (das gilt fiir 
langsame sukzessive Krwérmung; bei 3stiindigem Stehen im Brut- 
schrank genigten einmal 37°). Auch die krystallinischen K6érper 
zeigen diese Unterschiede (Praéparat Erdm. 52° in NaCl bei 5,5 pg; 
Urin von Ern. 51° bei 4,7 pq und 54° bei 5,6 py; Noel- Paton 58°). 
Entscheidend ist in erster Reihe der Séuregrad (47° bei 4,7 pg, 
70° bei 7,5 pg), in zweiter Reihe die Konzentration des B.J.E., 
die Fallung erfolgt um so tiefer, je mehr B.J.E. vorhanden ist. 
Die sonstigen Harnbestandteile haben wenig Hinflu8. Auch in 
reinen Lésungen sind die Fallungstemperaturen sehr ungleich (von 
42—56°, Hewitt). Da auch dialysierte Lésungen keineswegs 
immer gleich sind (pq und die Spuren Salze) ware vielleicht fiir 
diese und andere Untersuchungen eine Normung ratsam, etwa 
eine Uberfiihrung in eine 0,9°/,ige NaCl-Liésung versetzt mit 
1/,, Vol. eines 5,0 pg Acetatpuffers. — 

Elektrolytfreie Lésungen von B. J. E. geben die typischen Fallungs- 
und Lésungsreaktionen nicht, sie werden durch Alkohol kolloidal getriibt, 
aber nicht gefallt, sie zeigen auch nicht die Verfliissigung (Pseudoschmelze) 
der 60° Fallung bei weiterer Erwarmung. 

Nachweis von Serumeiweif neben Bence-Jones- 
Eiwei8 im Urin usw. Alle Urine scheinen neben B.J.E. etwas 
gewohnliches Eiwei8B zu enthalten: man bekommt mit allen B. J. E.- 
Praéparaten (ausgenommen die krystallinischen) neben den Pra- 
cipitinen fir B.J.E. solche fiir Serumeiwei8, jedoch nur in 
sehr geringen Betragen, vielleicht 1°/, oder 1°/o9 der Starke jener 
ausmachend (Hektoen und Gen., Bayne Jones und Gen.). 
Diese geringen Mengen, mit chemischen Methoden kaum je faBbar, 
entsprechen vielleicht nur (?) dem Eiweif des normalen Urins. 
Dariber hinaus enthalt der Urin neben B.J.E. gewé6hnlich 
kein SerumeiweiB (Magnus-Levy, Grutterink- Graaff, 
Hopkins). Das gilt jedenfalls fiir die meisten Falle und fiir die 
lingste Zeit des Verlaufs bis tief in die Spatstadien hinein. Weder 





1) Nur (reichlich vorhandenes) Euglobulin hat eine niedrigere Fallung 
(vgl. weiter unten). 
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bei Fraktionierung mit Ammonsulfat (noch aueh mit Natriumsulfat. 
Grace Medes), noch auch auf andere Weise lassen sich Fraktioney 
gewinnen, die durch eine Fallungsliicke vom B.J.E. getrennt, 
als Serumprotein sicher erkennbar waren (es ist durchaus unstatt. 
haft, Fallungen unter 36°/, oder iiber 60°/, Am,SO, ohne eingehende 
Priifung als Globulin oder Albumin anzusprechen). — Im Gegensatz 
zu dieser Auffassung wird in der Mehrzahl der neueren klinischey 
Berichte, zumal englischer Sprache, die Anwesenheit von Serum- 
eiweif, oft in tiberwiegender Menge oder gar ausschlieBlich, be. 
hauptet: unbegriindeterweise, nimlich auf Grund der angeblichen 
Unloslichkeit groBer Teile des EiweiBbes bei 100°. Aber diese 
scheinbare Unloslichkeit beruht auf ungeniigender Methodik 
(Magnus-Levy, Grace Medes, Osgood). (In den meisten meiner 
16 verschiedenen Urine waren wechselnde Anteile bei 100° ungelist 
geblieben und hatten die ersten Untersucher in Zweifel gefiihrt.) 
Bei geniigender Urinverdiinnung, bei Zusatz von 14/,) Vol. Sulfo- 
salicylsiure, bei gleichméBiger Erwirmung und bei Vermeidung 
heftigen Siedens und Aufwallens, bei Verwendung weiter Koch- 
gefaBe usw. (oder aber nach Grace Medes bei Zusatz 2 wertiger 
Kationen) ist das Eiwei8 soleher Urine ganz oder zum gréBten Teil 
bei 100° léshceh. ,,Zum gréBten Teil“, das gilt auch fiir die 
Spatstadien mit deutlicher Niereninsufficienz in denen 
das gewOhnliche EiweiB tatsichlich oft auftritt. Aber 
auch da wird das B.J.E. keineswegs vom SerumeiweiB weitgehend 
oder vollstaéndig verdraingt, noch kommt es zum Alternieren der 
beiden (M.-L. III und VIII). 

Man kann sichauf folgende, qualitative‘ Weise davon iiberzeugen: 
20 ccm Harn werden mit 0,2—0,3 cem n/1-Essigsiure 8—20 Stun- 
den bei 60° gehalten (Prinzip der Hopkinsschen quantitativen 
Bestimmung). Dabei fallt, wie schon Hopkins wuBte, das B. J.E. 
nicht immer vollstaéndig. Sulfosals. gibt im Filtrat einen Nieder- 
schlag, aber dieser besteht ganz oder zum groBen Teil aus B. J.E. 
und lést sich bei 100° (fast) vollstandig. Etwa daneben vorhandenes 
SerumeiweiB bleibt in gut ausgepragten Flocken iibrig, aber es 
ist so gut wie immer nur ein absolut wie relativ kleiner Teil des 
im Filtrat verbliebenen EiweiBes. Dieses Verfahren, bei dem zu- 
nichst die Hauptmenge des B.J.E. beiseitegeschafft ist, und erst 
der kleine Rest zerlegt und gepriift wird, gibt auch dem Nicht- 
chemiker ein zutreffendes Bild der tatsachlichen Verhialtnisse. 

Voraussetzung fiir dieses Verfahren und ebenso fiir Hop- 
kins Bestimmung ist, da8 die Warmefallung von 60° nicht etwa 
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SerumeiweiB okkludiert. Dies wurde folgendermafen gepriift: Bei 
Zusatz fallender Mengen von Serum zu einem Urin mit 0,55°/, B. J. E. 
lieBen sich noch 0,005—0,01°/, Serumeiweif im Filtrat nach obigem 
Vorgehen sicher nachweisen, sie wurden also nicht (jedenfalls nicht 
vollstandig) von der 50—100fachen Menge des B.J.E. verschluckt. 

Kuglobulin im Harn. Da dieses Kiweif ebenfalls unter 
sewissen Bedingungen unterhalb 60° ausfallen kann, so kénnte 
es moglicherweise B.J.E. vortaéuschen oder seine Bestimmung 
stéren. Fallt es ja doch sogar im alkalischen Serum bei der Hyper- 
proteinimie beim Inaktivieren aus (vgl. weiter unten). Aber ebenso 
wie im Serum fallt es be: 60° im Urin nur dann aus, wenn es in 
absolut wie relativ groBben Betrigen darin enthalten ist, so dab 
es durch das andere Eiweif (Albumin und Pseudoglobulin) nicht 
in Lésung gehalten wird. Das ist aber wohl nur bei der schweren 
Amyloid- und Infektionsnephrose der Fall, und diese wird zur 
Annahme einer Myelomatose und von B:J.E. kaum AnlaB geben. — 
Bisher hatte ich tatsachlich keinen Anhalt dafiir, daB etwa neben 
héher mjt Am,SO, ausfallendem b.J.E. niedrig fallbares Euglo- 
bulin im Harn vorhanden gewesen wire. 

Empfindlichkeit des Bence Jones-Kiweib-Nachweises. 
Bei der Unterschichtung mit Sulfosalicylsiure gibt B.J.E. die 
Ringprobe noch bei 1/,9999, also in der gleichen Verdiinnung wie 
SerumeiweiB (bei so geringen Mengen wenigstens 2 Minuten warten, 
evtl. aufschiitteln). Uber Nacht ballen sich geringe Triibungen 
noch oft zu Flocken. Zentrifugieren und AbgieBen von °/,) oder 
19/,, der Fliissigkeit! Mit diesem angereicherten Aufschwemmungs- 
rest bekommt man dann bei 100° die Auflésung usw. sehr schon. 

Mittels solecher Konzentrierung des B.J.E. durch Warme- 
oder Salzfallung usw. gelang es uns, auch bei recht geringem 
GesamteiweiBgehalt, z. B. 0,1°/,, B.J.E. neben Serumeiweib 
nachzuweisen, so neuerdings bei zwei weiteren Fallen myelo- 
gener Leukimie und je einmal bei Aleukimie und bei Panmyelo- 
phthise. Die einfache Reaktion im Urin geniigt zum sicheren 
Nachweis so kleiner Mengen B.J.E. im Gemisch nicht. 

Bence Jones-EiweiB im Serum und Organen. Sein 
sicherer Nachweis im Serum usw. scheint mir nur nach Enteiweibung 
in der Hitze méglich. Viele der angeblichen Befunde sind durch 
mangelhafte Methodik und Kunstprodukte vorgetaéuscht (vel. 
M.-L. IIT). Angeblich ist neuerdings wieder seine direkte Extrak- 
tion aus normalem Knochenmark gegliickt (Meyler); das bedart 
noch scharfer Nachpriifung. 
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Um ganz etwas anderes handelt es sich bei den Niederschligey, 
die manche Myelomsera beim Inaktivieren (56—60°) erleidey, 
sie wurden zuniéchst allgemein als B.J.E. angesprochen. Diese, 
fallt zwar auch bei dieser Temperatur, aber erst bei einem experi- 
mentellen Zusatz von 0,7°/, und mehr, ein Gehalt, der aber in 
Serum nie erreicht wird. Jener Ausfall ist vielmehr Euglobuliy 
und erfolgt nur in Seren mit Hyperproteinimie (die mit 8—16°) 
Gesamteiwei8 fast nur bei Myelomen vorkommt) bei einem Gehali 
von 4—9°/, Euglobulin; dieses Protein wird bei solcher Anreicherung 
durch Inaktivieren ausgefallt (M.-L. V.u. VII.). Auch die technisch; 
recht brauchbare Probe von Jervell*) zeigt Euglobulin und nicht 

| B. J. E. an. 

Ausfallen von Bence Jones-EiweiB beim Ansiuern 
des Urins. Ein einziges Mal, bei einem der letzten Patienten (\.), 
fiel (und nur) in einer 4—6tagigen Periode, beim Zusatz von 
2—2,5 com n-Essigséure zu 100 ccm Urin fast das ganze Kiweih bei 
Zimmertemperatur aus: p, im Filtrat betrug 4,7. — Der Nieder- 
schlag léste sich bei weiterem Zusatz dieser Saure nicht, in 2°/, Nat 
nur wenig, auch beim Erhitzen mit Sulfosalicylsiure nur wenig. Es 
gelang nicht daraus ein krystallinisches Produkt zu gewinnen. In 
anderen, konservierten Urinen gab Essigsdure keine Fallung, 
frische Urine zu prifen hatte ich seitdem nicht mehr Gelegenheit. 





Besprechung. 


Von allen chemischen Einzelheiten, die fiir die Aufstellung 
verschiedener B. J. E. in Frage kamen, bleibt eigentlich nur die 
Sonderstellung des krystallisierten Produktes. Die  sonstigen 
Unterschiede, wie die der Léslichkeit bei 100° beruhen wohl ganz 
auf dem wechselnden Gehalt an H-lIonen und an Salzen der 
Lésungsfliissigkeit usw., und das gilt wohl zum Teil auch fiir andere 
Differenzen. Zwar hat Svedbergs Schule eine relative Stabilitit 
gewisser einfacher Proteine innerhalb eines py-Bereiches von 4— 
nachgewiesen; aber es ware doch an die Méglichkeit zu denken, 
da8B, unbeschadet der Festigkeit der Hauptgruppen und Eigen- 
schaften irgendwelche Nebengruppen Schwankungen (teilweise 
reversible) Anderungen erleiden, (im Ablauf des Stoffwechsels 
oder der Isolierung), die die Triibungstemperatur, die Salzfallung 
und die Drehung beeinflussen kiénnten. Denn es scheint, dal 


1) Jervells Probe: 0,5 ccm Serum, 4,5 ccm NaCl und 2 Tropfen 
2°/,ige Essigsiure werden 3 Stunden auf 58° erwarmt. 
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Differenzen dieser Art selbst bei dem krystallinischen Kérper 
vorkommen, wo sie nicht durch Mischung zweier Produkte erklirbar 
sind. Diese gewiB nicht scharf umschriebene Auffassung wiirde 
Hopkins Deutung nahestehen, der (nach emem Zitat) das 
B. J. E. als ,an uniform substance, but not necessarily a chemical 
ndividual charakterisierte. Sie wiirde aus allgemein biologischen 
Vorstellungen!) heraus dem Verfasser mehr zusagen als Will- 
heims Auffassung, der in drei von ihm untersuchten Praparaten 
drei ganz verschiedene Klassen vertreten glaubt, denen die Krank- 
heit, das Myelom, nur die mehr zufallige Gemeinsamkeit der 
Hitzeléslichkeit aufgepragt hatte. 

So bleiben fiir die Beurteilung noch die Ergebnisse biologischer 
und physikalisch-chemischer Untersuchungen zu priifen: 

i. Bayne Jones und Gen. glaubten (abgesehen von der 
Sonderstellung des krystallisierten B. J. E.) Unterschiede zwischen 
den Praéeipitinen zu sehen, die sie mit verschiedenen B. J. E.- 
Priparaten erhielten; sie hatten nicht mit allen benutzten Anti- 
cenen gleichméBig reagiert; doch haben die Autoren selber die 
.2 Gruppen“ nicht scharfer charakterisieren kénnen. 

2. Vielleicht wird die physikalische Chemie, unter Beiseite- 
schieben samtlicher einseitiger ,,chemischer’ Befunde, verschiedene 
chemische Individuen feststellen und charakterisieren k6énnen. 
Prof. Svedberg, in dessen Institut zwei amorphe Praparate 
und ein krystallisiertes?) (dieses noch nicht véllig zu Ende), unter- 
sucht worden sind, ist in der Tat dieser Meinung. Doch liegt eine 
zusammenfassende Begriindung noch nicht vor; und wenngleich 
der Biochemiker auf diesem Gebiet nicht mit diskutieren kann, 
darf doch die Frage gestellt werden, ob fiir die von verschiedenen 
Klinikern gelieferten Praparate eine Einheitlichkeit in der Dar- 
stellung gewahrleistet ist, ob nicht durch die Isolierung usw. in 
Nebengruppen usw. Veranderungen erfolgt seien, die sich in den 
physikalisch-chemischen Werten bemerkbar gemacht hatten. Die 
Méglichkeit ist im Auge zu behalten, daB auch im Harn praformiert 
vorkommende B. J. E.-Modifikationen nahe miteinander zusammen- 


1) Diese gehen dahin, daB das B. J. E. in demselben Organ gebildet 
wird, wie das Albumin und das Globulin, namlich im Knochenmark, aus dem- 
selben Material, und daB es sozusagen an deren Stelle steht. Bestehen diese 
Serumproteine auch vielleicht aus mehreren Individuen und Gruppen, so 
hat man bei ihnen bisher wenigstens auBer bei dem Euglobulin keine funda- 
mentalen Unterschiede auffinden kénnen. 

2) Inzwischen ist ein weiteres krystallisiertes Produkt von mir zur Ver- 
lugung gestellt. 

13* 
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hangen und ineinander iiberzufiihren seien, das kénnte vielleicht 
selbst fiir die amorphen und krystallisierbaren Arten gelten. 


Zusammenfassung. 
In drei neuen Fallen wird das B.J.E. krystallinisch ge. 


o 


wonnen, die Identitét dieser mit acht alten Praparaten nach. 
gewiesen. Es wird das allgemeine und das chemische Verhalten 
des krystallinischen K6érpers besprochen, von physikalischen Kigen. 
schaften das Verhalten gegen Rontgenstrahlen, das Molekular. 
gewicht, die spezifische Drehung des Lichtes usw. Der qualitative 
Nachweis des B. J. EK. neben Serumeiweif im Harn und in Korper- 
fliissigkeit wird er6értert. 
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fiber das Vorkommen von Biotin im tierischen Organismus. 
22. Mitteilung tiber pflanzliche Wachstumsstoffe?). 


Von 


Fritz Kég¢gl und W. van Hasselt. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juli 1936.) 


Wie in der 20. Mitteilung') dieser Reihe dargelegt wurde, 
ist das Wachstum der ,,Heferasse M“ in erster Linie von Biotin 
abhiingig, dem an Tierkohle adsorbierbaren Bios-Faktor. Die 
Bestimmung des Biotingehalts pflanzlicher und tierischer Produkte 
hatte nicht nur praktische Bedeutung fiir das Auffinden eines 
néglichst giinstigen Ausgangsmaterials, sondern dariiber hinaus 
auch wissenschaftliches Interesse, da das Vorkommen vielleicht 
einen Hinweis auf die physiologische Bedeutung geben konnte. 
Mit der Reindarstellung von Biotin aus Eigelb wiederholen sich 
manche Fragestellungen, welche wir vor 3 Jahren in Zusammen- 
hang mit der Isolierung von Auxin-a aus Harn diskutiert haben ’). 


_ Auch Biotin ist ein regelmaBiger Bestandteil des Harns; die 


tigliche Ausscheidung betrigt beim Menschen jedoch nur etwa 
10 y (gegen etwa 2 mg Auxin-a bzw. Hetero-auxin!) Es ist noch 
nicht néher gepriift worden, ob bzw. inwiefern die Biotin- 
Ausscheidung von der Nahrungsaufnahme sowie von den ver- 
schiedenen Lebensumstianden abhingig ist; diese Untersuchung 


soll nachgeholt werden, sobald die Arbeiten iiber die anderen 


Bios-Faktoren weiter geférdert sind. 
In Zusammenhang mit unseren Studien iiber das Vorkommen 
von Auxinen in Carcinomen haben wir schon zu Beginn unserer 


 Bios-Arbeiten auch den Biotin-Gehalt von Tumorgeweben be- 


stimmt; er war gegeniiber jenem des entsprechenden Normal- 


| gewebes durchschnittlich verdoppelt’). Dieser Befund ist sicher- 
lich von Interesse, da Biotin — wenigstens bei bestimmten Hefe- 


rassen — noch in ganz auBerordentlich geringen Konzentrationen 


*) 20. und 21. Mitt.: Diese Z. 242, 43, 74 (1936). 
*) Naturw. 21, 17 (1933); Diese Z. 220, 137 (1933). 
’) Diese Z. 220, 169 (1933); vgl. C. Dittmar, Biochem. Z. 279, 99 (1935). 
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die Zellteilung bzw. den Plasmawuchs!) fordert. Wenn wir dem 
erhéhten Biotin-Gehalt trotzdem keine spezifische Bedeutung fiir 
das Tumorwachstum zugemessen haben, so geschah dies auf Grund 
der Biotin-Bestimmung in den verschiedenen Organen und Ge- 
weben des normalen tierischen Organismus, bei denen ihnliche 
Konzentrationsunterschiede festzustellen sind. Bevor wir hierfiir 
zahlenmiBige Belege bringen, muf noch die Frage besprochen 
werden, ob die Wirkung der betreffenden Organextrakte in der 
Tat ausschlieBlich oder vorwiegend auf Biotin zurickzufiihren 
ist. Dafir ist zur Zeit kein Beweis zu erbringen; wir kennen 
jedoch bisher keinen Stoff, der bei Rasse M unter unseren Test- 
bedingungen (bei finfstiindiger Versuchsdauer!) das Wachstum 
im Sinne des friiher beschriebenen Kurvenverlaufs anregt. Es 
entspricht daher unserem heutigen Wissen, wenn wir in der vor- 
liegenden Arbeit statt des allgemein giiltigen, aber sehr dehnbaren 
Bios-Begrifies die besser definierte Bezeichnung Biotin  ge- 
brauchen. 

In den folgenden Tabellen ist der Biotin-Gehalt der Organe 
bzw. Gewebe verschiedener Tiere (Hund, Kuh, Stierkalb, Henne) 
zusammengestellt. Das Versuchsmaterial wurde im tierpatho- 
logischen Institut fiir unsere Zwecke pripariert, wofir wir 
Herrn Dr. H. J. M. Hoogland, Utrecht, sehr zu Dank ver- 
pflichtet sind. 

Zur Gewinnung der Extrakte wurde das Material méglichst fein zer- 
teilt und mit 5 cem Wasser pro Gramm 30 Minuten auf 100° erhitzt. 
Die Extrakte wurden dann unter méglichst sterilen Bedingungen durch 
ein Membranfilter filtriert und nach der in der 20. Mitteilung beschriebenen 
Testmethode ausgewertet. Bei den hierbei aufzunehmenden Wachstums 
kurven ist es wichtig, die Extrakte so zu verdiinnen, daf 0,1 cem etwa 
einen Zuwachs von 120°, hervorruft. 

Aus den T'ab. 1 und 2 ist ersichtlich, daB Biotin mit Aus- 
nahme vom Glaskérper in allen Organen und Geweben vor- 
kommt; beim Hund berechnet sich fiir die beiden untersuchten 
Tiere ein Mittelwert von etwa 100 SE entsprechend 0,004 7, 
beim Rind etwa 170 SE entsprechend 0,007 y pro Gramm Frisch- 
gsewebe. Wir haben uns durch Stichproben davon iberzeugt, 
daB die beobachteten Unterschiede im Biotin-Gehalt nicht durch 
den verschiedenen Wassergehalt der einzelnen Gewebe bedingt 
werden. Im ganzen sind die Abweichungen vom ,,Biotin-Niveau" 
ziemlich gering, jedenfalls war in keinem Organ eine hohere 


1) Naturw. 23, 841 (1935). 
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GréBenordnung der Biotin-Konzentration festzustellen. Der 
Biotin-Gehalt des Darminhalts nimmt bei der Kuh (Fall B) gegen 
das Rectum hin zu, wie das auch beziiglich des Auxin-Gehalts’) 
beobachtet wurde, Vermutlich hingt dies mit der Darmflora zu- 
sammen; damit wiirde iibereinstimmen, daB bei dem nur mit 
Milch ernahrten Stierkalb (Fall C) kein analoges Ansteigen des 
Biotin-Gehalts auftritt. 


Tabelle 1. 
Biotin-Gehalt der Organe und Gewebe von Hunden. 


A: Hiindin, 9 kg, 2—3 Jahre alt; Sektionsbefund: normal. 
B: Riide, 11,5 kg, 10—12 Monate alt; Sektionsbefund: normal. 

















Biotin- Biotin- 
Gehalt Gehalt 
in SE in SE 
pro g pro 8 
Frisch- Frisch- 
gewebe gewebe 
A B A | B 
eee re ee 200 | 144 |] Magen (Fundus, Epithel) \ 148 | 204 
a re ee 187 | 169 » (yg 4 Muskelgewebe){ | 84 
eee eee eee — | 139 »  (Pylorus, Epithel) | 129 | 47 
es ee ee 134 | 150 » (  y » Muskelgewebe)| | 58 
a ee eee — | 145 |] Zwolffingerdarm (Duodenum). . | 132/ 65 
| ‘i SO eee 195 | 160 
ee ee 98 78 “peer - te a 
ee in wall 103. — seerdarm (i. jejunum) ..... | 54 
a 124 62 Krummdarm (I. ileum) ..... 113 | 49 
ee ne a oo {| Grimmdarm (Colon)....... 128 84 
JLo e re Cera ee 113 | 138 Mantas T feos ai 8 
ee eee or ee 
ee 113/103 Jp ciated amide pe a 
a & ers % eke 82 72 eee to ee i tm 
bophyse 2710; — er ee ee ee — 46 
aa ee Z || Riickenmuskel .......... 79} 46 
NE Be otras aS 88 140 108 |] p: late Wy: 68 
cut REC EEE TE 60; — ida 10 os a gl dll wo is 
i eee a a 9;  — || Muse. semimembranosis..... 63 | — 
ee ee ee i 78; 50 
ee RE aati ee ow — | 76]|Fettgewebe (Omentum)..... 61); — 
benhoden (Epidydimis)....j| — | 212 m (Subkutan)...... 41; — 
pus cavernosum........ —- eee ee oe 
enteriale Lymphdriise.... | 83! — || Erythrocyten ........... 40| — 
speicheldriise (Parotis). ... {| — | 237 ]/ Blut (hom.) ...... oe ae 59 | — 
a, eee ee eee 54 — |] Gallenfliissigkeit (pro eem)...]| — | Ti 
eee ee | 109 | 101 


1) Diese Z. 220, 156 
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Tabelle 2 


Biotin-Gehalt der Organe und Gewebe von Rindern. 





















A und B: Kiihe, etwa 9 bzw. 7 Jahre alt. 
C: Stierkalb, 4 Tage alt. 
D: Material von verschiedenen Tieren unbekannten Alters. 
Biotin-Gehalt in SE pro g Frischgewebe B 
A B | C | D ; 
nN EC TAT — ~- = — tn cn rr — ] 
ee eee 123 200 ~|~ 310 160 V 
Pee er a 128 146 366 170 E 
ee area 71 110 | 264 125 
eee ee eee 98 151 178 _ : 
a ee ee ae ere 150 158 189 -- C 
eee ye 149 160 229 se k 
ee — 224 —- — \ 
— see 337 $29 316 — F 
I ice ere eesnicclarin ek eh OO 270 285 225 170 H 
ee Tee Te eee 192 223 217 180 
I uo Sng ay og ene kde 129 109 246 — M 
0 a ee ee — — 107 120 
ER ee eee er 218 212 |= 194 140 
re ee 81 63. _ 110 
Follikelfliissigkeit (pro ccm) .. . 60 63. —_ 80 
SO IN: 6-6 6 sas 6 & Ges 181 197 ~- 200 
oS Cee ee eee 138 | — 150 
SS ree eer eer ee 108 — | -- - 
NE i 0 kets den tg: sae Saco 'ab de. By -- -- | 200 - 
tts ihe Pi ins a aie ae — — 90 — 
Speicheldriise............ — —- |; — 100 
re 81 144 ao 135 
Se ee er rere are —— 223 _ —_ 
a ee — 1744 | — — 
Blittermagen, Wand........ — 227 | — — Kami 
" ree ~ 243 CO — — ehin 
Labmagen, Epithel......... 166 274 185 160 Lung 
i , Muskelgewebe .... 90 167 — 110 ebe 
Zwolffingerdarm (Duodenum) 233 330 | — 230 Milz . 
Leerdarm (I. jejunum)....... 275 - — - \iere 
Krummdarm (I. ileum) ...... — 860 | 126 — Krop: 
Blinddarm (Appendix)....... — | 97 — Driise 
Grimmdarm (Colon)........ — 603 96 265 Fleise 
Mastdarm (I. rectum) ....... — —— _ 
a ee 450 282 \ i09 a 3 
Muskelgewebe .... 160 148 J sini litte! 
lees: PO bie aws sa - 420 | — — pppe 
Netzmagen......... 4144 | — — halle 
,  Blittermagen ....... — 576 ~~ oon 
» Be Sis wks ss -- 346 | 300 a 
,  “wolffingerdarm...... 424 [| — ne rettg 
se Krummdarm........ 1259 | 156 _— 
" SN ss oe wos ee _ 142 — 
Grimmdarm ..,...... 1187 156 - 
ee — 
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Biotin. Gehalt in SE Pro g Frischgewebe 
ry BC C D 
a ietcacieeeests = 
ewebs Brust, ‘Muskel a ee — 55 861) ~=«146 -- 
D AuBerer Kaumuskel........ ~- ~~ | 100 75 
Innerer Kaumuskel ........ 99 | 80 | - — 
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10 Tabelle 3. 
) 
“ Biotin-Gehalt der Organe und Gewebe einer Legehenne. 
00 Etwa 1 Jahr alt; keine Abweichungen. 
_ Biotin- Biotin- 
10 Gehalt Gehalt 
5 pro § pro 
Frisch- Frisch- 
~ asia gewebe 
ee ee eee ee eee 136 icosannained a eee ee 235 
: . eee eee cee 166 Birastmuskel. . 0... wee 48 
0 ee ee eer ee ee 73 
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1 7s ONE, ok se ee ee 465 
} MERE oe ee ee 2563 |] Kleinste Follikel (mit Haut) .. | 355 
; a 138 || Eifollikel (mit Haut) 0,7g¢...] 439 
A ete... eee eee 321 ei (Inhalt) 23g¢.. 807 
o Fleischmagen, Epithel ...... 462 a - 54g... | 1021 
” Muskelgewebe.. | 241 * 7 12,0¢...] 1197 
= Bindegewebe. . 79 iw 18,1 ¢. 1562 
liteldarm............. 176 |} 4) Eileiter-Wand (beim Ovarium) | 214 
a ee 828 |i 9) Pe Oe Oe ae 207 
a ee ae 281 |/ 3) : ne eee ae 200 
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5) ly, Shen cil icles 155 
ettgewebe (Omentum)...... 58 |] 6) ; (bei der Kloake) 275 
SORT Cee | 526 





1) Der Inhalt des Magen-Darmkanals ist hierbei nicht beriicksichtigt. 











194. Kégl u. van Hasselt, Uber das Vorkommen von Biotin usw. 


Ein auffilliger Unterschied zu den bei Siaugetieren angetrof. 
fenen Verhiltnissen zeigt sich bei der Legehenne (Tab. 3). De 
durchschnittliche Biotin-Gehalt ist hier 526 SE entsprechen( 
0,02 y Biotin pro Gramm Frischgewebe, also 3 bzw. 5mal hohe 
als bei Rind und Hund. Im besonderen zeichnen sich Leber uni 
Niere durch einen relativ hohen Biotin-Gehalt aus, noch be. 


merkenswerter erscheint aber die Zunahme des Biotin-Gehalt§ 


mit der GréBe der Eifollikel. Letzteres ist von besonderem Inter. 
esse, da wir ja den Eidotter als Ausgangsmaterial fiir die Dar. 
stellung des krystallisierten Biotins verwenden. Wir beabsichtigen, 
die einschligigen Verhiltnisse bei Végeln noch niher zu unter. 
suchen und weisen hier nur noch darauf hin, daB sich auch bei 
der Erforschung der B-Vitamine zwischen Siugetieren und Végeln 
wichtige Unterschiede ergeben haben. 
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Uber dié Nucleinbasen des Fleischextraktes. 


Von 


H. Boedicker. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1936.) 


Wahrend der Stoffumsatz im Muskel bei Arbeit und Erholung 
sehr eingehend untersucht worden ist und zur Aufstellung einer 
Reihe interessanter Theorien gefihrt hat, ist es im Gegensatz 
dazu auffallend, wie wenige Forscher sich mit der niheren Unter- 
‘suchung derjenigen Substanzen beschiftigt haben, die die Grund- 
lagen der Struktur des Muskels bilden und an denen sich alle 


‘diese Vorgiinge der Kontraktion und Entspannung abspielen. 


Es liegen freilich mehrere Untersuchungen iiber die EKiweiBstoffe 
der Muskulatur vor, aber wie in jedem anderen Organ werden 
zweifellos auch im Muskel die Vorgiinge im Plasma durch die 
Vorgiinge im Zellkern irgendwie beeinfluBt und reguliert werden. 
Nun ist im Verhiltnis der enorm entwickelten Masse des Zell- 
protoplasmas die Masse des Zellkernes klein, aber man wird ihr 
trotzdem auch im Muskel in Analogie zu den anderen Organen 
eine wichtige Funktion zuschreiben miissen. Abe” iiber die Kern- 
substanzen der Muskelzellen ist so gut wie gar nichts bekannt. 
Das hegt begriindet darin, daB schon die Isolierung der Kerne 
von Muskelzellen umstiindlich ist und selbstverstiindlich, auf die 


| Masse des Organes berechnet, nur sehr geringe Ausbeuten liefern 


kann. Man hat wohl allgemein stillschweigend angenommen, daf 
in den Kernen der Muskelzellen in Analogie mit anderen besser 


Funtersuchten Organen eine Thymonucleinsiiure vorhanden sei. 


Es bleibt dann aber sehr zweifelhaft, wo man die t-Adenylsiure 


einordnen soll, denn nach ihrem merkwiirdigen Verhalten zur 


Phosphorsiiure ist sie wohl nicht ohne weiteres als ein Bestand- 
teil einer echten Nucleinsiure anzusehen. Ein sicherer Weg, 
um hier neue positive Erkenntnis zu gewinnen, wiirde sein 


‘eine Darstellung der Nucleinsiure aus den Kernen der Muskel- 





zellen, Isolierung der Adenylsiiure aus ihr und ein Vergleich mit 
der t-Adenylsiure. Anstatt sofort einen solchen langwierigen 
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und umstandlichen Weg zu beschreiten, habe ich in dieser Unter. 
suchung eine mehr orientierende Frage in Angriff genommen ai; 
folgender Uberlegung: Bei den Umsetzungen, die nach dem Tod 
eines Tieres sofort beginnen und beim Glykogen und bei de 
t-Adenylsiure z. B. mit grober Geschwindigkeit einsetzen, werdey 
auch die hochmolekularen Nucleinsiiuren abgebaut — man finde 
in den wiBrigen Organextrakten immer die ganze Reihe de 
Nucleinbasen, die urspriinglich Bestandteile der Nucleinsiuren 
gewesen sind. Im kéauflichen Fleischextrakt steht uns also ein 
leicht greifbares Material zur Verfiigung, dessen Purinbasengehalt 
uns indirekt Aufschlu8 geben kann iiber die urspriinglich in den 
Kernen der Muskelzellen enthaltene Nucleinsiure. Es miifte 
sich vor allem ein Gehalt an Guanin oder Xanthin im Fleisch. 
extrakt nachweisen lassen, dessen Muttersubstanz eben die ge- 
suchte Nucleinsiure sein mub. 

Nun liegen bisher nur sehr spirliche qualitative Unter- 
suchungen iiber die Nucleinbasen des Muskels vor. Dagegen 
findet man in der Literatur reichliche Angaben iiber quantitative 
Verhiltnisse. Das ist aus technischen Griinden leicht verstiind- 
lich, denn eine quantitative Bestimmung der Nucleinbasen ist 
eine recht einfache Operation, die jeder Anfanger leicht  be- 
herrschen lernt. Man fallt gewéhnlich mit Kupfersulfat und 
Natriumbisulfit die ,Ggesamtpurine“ und bestimmt im Nieder- 
schlage den Stickstoff nach Kjeldahl Den erhaltenen N-wert 
bezeichnet man dann als ,,Purin-N“, Will man etwas genauer 
arbeiten, so pflegt man noch eine Fallung mit ammoniakalischer 
Silberlésung einzuschalten, ein Verfahren, das schon unbequemer 
ist, weil hier vor der endgiiltigen N-bestimmung erst der eventuelle 
Ammoniak-N zu entfernen ist. Bei beiden Methoden beruht die 
Bezeichnung des erhaltenen N-wertes als Purinbasen-N auf der 
stillschweigenden Voraussetzung, daB in die Niederschlage auber 
den Nucleinbasen keine wesentlichen anderen Mengen Substanzen 
eingehen. DaB diese Annahme fiir den Kupferniederschlag nicht 
zutrifit, ist schon von Sung Sheng Chou!) nachgewiesen worden. 
Nach ihm kénnen die Bestimmungen um 34°/, zu hoch aus- 
fallen, weil in den Niederschligen Ammoniak enthalten _ ist. 
Aber selbst wenn man von diesen Unsicherheiten und Fehler- 
quellen absieht, erhilt man bei einer solchen .,quantitativen* 

) Diese Z. 116, 223 (1921). Vgl. auch Salkowski, Diese Z. 119, 
121 (1922). 
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| Bestimmung natiirlich gar keine Aussage iiber die qualitativen 


Verhiiltnisse. 
DaB qualitativ unter den Nucleinbasen des Muskels das 


| Hypoxanthin die Hauptrolle spielt, ist sicher — es wiirde aber 
' keine Schliisse auf eine primir vorkommende echte Nucleinsiure 
-erlauben, sondern das Hypoxanthin wird heute ganz allgemein 


qr t-Adenylsiure in Beziehung gesetzt. Wichtiger und weiter- 


'fihrend sind fiir die vorliegende Frage die Angaben ilterer 


Beobachter, die das Vorkommen von Xanthin in den Muskel- 


extrakten erwihnen. Dieses Xanthin mu nach unseren heutigen 


Kenntnissen elnem priméren Guanin seinen Ursprung verdanken, 
und damit ware die Aussicht auf eine urspriinglich vorhanden 
cewesene Guanylsiure gegeben. Diese Angaben iiber das Vor- 
kommen von Xanthin findet man besonders in der amerikanischen 
Literatur wiedergegeben, teilweise sogar mit Abbildung des krystal- 
lisierten Xanthin-silbernitrates’), Aber die Alteren Untersucher 
haben mit ihren damals noch unvollkommenen Kenntnissen und 


| Methoden der Nucleinbasen hiufig Kérper als Hypoxanthin und 
' Xanthin beschrieben, die sich spiiter als andere Substanzen heraus- 


gestellt haben. Hinzu kommt, daB vor einiger Zeit von H. Steudel?) 
vefunden worden ist, daB das reine Hypoxanthin in einer Form 
krystallisieren kann, die bisher als fiir das Xanthin charakteristisch 
gehalten wurde. Es waren also doch Zweifel berechtigt, ob im 
Muskelextrakt wirklich Xanthin vorkommt und wegen der Wichtig- 
keit der Schliisse, die sich an das Vorhandensein von Xanthin 
im Extrakt ankniipfen, habe ich noch einmal eine qualitative 
Untersuchung der Nucleinbasen im Fleischextrakt unternommen. 


1 kg Liebigsches Fleischextrakt wird in heiBem Wasser gelést, und 
mit Ammoniak versetzt; der sofort ausfallende groBflockige Niederschlag 
wird abfiltriert, er gibt keine Spur von Murexidreaktion und wird deswegen 
verworfen. Das Filtrat wird weiter mit konzentriertem Ammoniak stark 
alkalisch gemacht und mit ammoniakalischer Silberlésung vollig ausgefiillt. 
Man liBt iiber Nacht absitzen und gieBt am anderen Tage die iiber dem 
Niederschlage stehende klare Fliissigkeit ab und filtriert den Niederschlag 
selbst durch ein Faltenfilter. Das Filtrat wird nicht weiter untersucht, 
der Niederschlag wird mit Ammoniak ausgewaschen, bis die Salpetersiiure- 
reaktion mit Diphenylamin verschwunden ist. Dann wird er in siedendem 
Wasser aufgeschwemmt und mit konzentrierter Salzsiiure in der Siedehitze 
zersetzt. Das vom Chlorsilber getrennte Filtrat wird auf dem Wasserbade 
bis zur Trockne vorsichtig eingeengt und so der gréBte Teil der Salzsiiure 
entfernt. Dann wird der Riickstand mit wenig Wasser aufgenommen. 


') Z. B. Hawk, Practical physiological Chemistry 6. Aufl., S. 380. 
*) Diese Z. 236, 228 (1935). 
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Hierbei bleibt nur ein ganz geringer Teil ungelést, der zur Entfernung de, 
Salzsiiure mit wenig Ammoniak digeriert wird und dann keine Murexiq 
probe gibt. Es kann sich also weder um Guanin noch um Xanthin jy 
diesem Riickstand handeln. Aus dem in warmem Wasser Geldsten hat sic} 
iiber Nacht noch ein sehr geringer Niederschlag abgeschieden: auch diese; 
gibt keine Spur von Murexidreaktion. Nunmehr wird das klare Filtrat de; 
salzsauren Basen mit Ammoniak iibersiittigt und 24 Stunden stehen gelassey, 
Der entstandene briunliche Niederschlag wird abfiltriert, gibt aber ebenfals 
nicht die Spur einer Murexidprobe. Es kann sich also auch hier nicht uy 
Guanin oder Xanthin handeln. Aus der Lésung wird jetzt das Ammoniak 
durch Einengen auf dem Wasserbade mdglichst entfernt, dann wird mit 
Tierkohle entfirbt und eine Probe auf ihre Fiillbarkeit mit pikrinsaurey 
Natrium untersucht. Aber auch hier kann keine Fillung erhalten werde, 
{ (Adenin negativ). Auf Zusatz von heifer Natriumacetatlisung scheidey 
sich endlich aus der Lésung schéne Krystalle aus, die sich bei lingerey 
Stehen noch vermehren. Sie werden abfiltriert, mit Tierkohle entfiirbt. 
noch einmal aus heiBem Wasser unter Zusatz von Salzsiiure umkrystallisiert und 
ergeben bei der Analyse Zahlen, die genau auf Hypoxanthinchlorid stimmen, 
Ber. N 29,40 Gef. 29,21, 29,51 (Kjeldahl). 

Eine zweite in der gleichen Weise wie die erste angelegte Unter. 
suchung an einem weiteren Kilogramm Fleischextrakt lieferte dasselbe 
Ergebnis wie der hier eingehender beschriebene Versuch. 

Es kann demnach kein Zweifel sein, daB im Fleischextrakte 
weder Guanin, noch Xanthin und Adenin vorkommen, sondern 
da die einzige in ihm enthaltene Nucleinbase das Hypoxanthin 
ist. DaB kein Adenin im Extrakt gefunden wird, ist bei der 
raschen Umwandlung der t-Adenylsiure in Inosinsiure leicht 
verstindlich. DaB aber weder Guanin noch Xanthin erscheint, 
. ist auffallend. Man sollte doch die eine oder andere Base als 
Spaltprodukt einer echten Nucleinséiure erwarten. DaB8 diese 
Basen iibersehen sein kénnten, ist bei der groben Menge Ausgangs- 
materiales wenig wahrscheinlich — es wurde sorgfiltig jeder auch 
noch so geringe Niederschlag, der Nucleinbasen hitte enthalten 
kénnen, mit der Murexidprobe untersucht. Aber niemals wurde 
ein positives Ergebnis erhalten. Selbstverstaindlich wurde die 
Zuverlassigkeit der Murexidprobe in zahlreichen Kontrollversuchen 
mit reinem Guanin und Xanthin immer wieder gepriift. Da das 
Liebigsche Fleischextrakt erst nach einer gewissen Autolyse 
gewonnen wird, so miBten Spaltungsprodukte der Nucleinsiure 
im Extrakt aufgefunden werden kénnen. Wenn das hier nun 
nicht der Fall gewesen ist, so bleibt zur endgiiltigen Lisung der 
eingangs aufgeworfenen Frage nichts anderes iibrig, als die Riick- 
stiinde der Wasserextraktion von Fleisch der Analyse auf eine 
echte Nucleinsiure zu unterwerfen. 
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Uber eine neben Ascorbinsdiure in dér Ochsennebenniere 
_vorkommende Verbindung mit starkem Reduktionsvermégen. 


Von 


Erwin Ott, Karl Kriimer') und Willy Faust. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Technischen Hochschule Stuttgart.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1936.) 


Im Anschlu8 an zahlreiche Untersuchungen verschiedener 
Forscher iiber das Vorkommen des spiter als Ascorbinsiiure be- 
zeichneten Vitamins © im Pflanzenreich beschreibt A. Szent- 
Gyérgyi die Gewinnung der Ascorbinsiiure auch aus Ochsen- 


' nebennieren?). Er erhielt aus diesem Organ bei der Verarbeitung 
' von 1—8kg pro kg 300 mg krystallisierte Ascorbinsiiure, was nach 
seinen Angaben etwa der Hiilfte der darin enthaltenen reduzierenden 
‘Substanz entspricht. Bei einer Nacharbeitung dieser Vorschrift 
-machten wir die Beobachtung, daB sich neben Ascorbinsiiure noch 


eine zweite, amorphe Verbindung mit stark reduzierenden Eigen- 
schaften gewinnen laBt, die wie die Ascorbinsiure eine auBer- 


ordentliche Empfindlichkeit gegen den Luftsauerstoff besitzt, und 
‘die zusammen mit Ascorbinsiure und mit Inosit durch Fillung 
/ mit Bleiacetat isoliert und dann von diesen beiden Verbindungen 
}getrennt werden kann. Die Ausbeute betrug 150—200 mg pro kg 
| Organ, also fast ebensoviel wie an Ascorbinsiiure. Wie die Ascorbin- 
‘siure, reduziert die neue Verbindung 2,6-Dichlorphenol -indo- 
/phenol unter Entfirbung, jedoch verbraucht sie nach Messungen 
von Herrn Dipl.-Ing. Fritz Hess nur 4,6°/, der Menge an Farb- 
stofilésung, welche von der gleichen Ascorbinsiuremenge entfiirbt 


werden. In qualitativer Hinsicht verschieden ist das Verhalten 


_ beider Verbindungen gegen Fehling’ sche Liésung, die von Ascorbin- 
Siure bereits in der Kilte, von der neu aufgefundenen Verbindung 

aber erst in der Hitze reduziert wird. Die chemische Zusammen- 
setzung der neuen Verbindung weicht sehr stark von der Ascorbin- 

‘siure ab. AuBer Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff wurde 
9,21°/, Stickstoff und 0,55°/, Phosphor darin gefunden. 


') Karl Kramer, Diplomarbeit, Stuttgart 1932. 
*) A. Szent-Gyoérgyi, Biochemic. J. 22, 1387 (1928). 
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Da die ahnlichen Reduktionswirkungen und das gleichzeitige Vor. 
kommen mit dem Vitamin C in demselben tierischen Organ eine ihnlich 
biologische Funktion beider Verbindungen mdglich erscheinen lassen, hat 
auf unsere Bitte Herr H. von Euler eine Priifung von mehreren Probe; 
verschiedener Darstellung im Hinblick auf antiskorbutische Wirkung durch. 
fiihren lassen, wofiir wir ibm auch an dieser Stelle unsern verbindlichste, 
Dank aussprechen méchten. Er schreibt iiber das Ergebnis: ,,Wir haber 
die Substanzen in Tagesdosen von 1,2 mg zur iiblichen C-freien Grund. 
kost untersucht. Die biologischen Priifungen lieferten kein ganz eindeutig 
negatives Resultat: Es ist nicht ganz ausgeschlossen, daB eine schwache anti- 
skorbutische Wirkung vorliegt, sicher aber keine gréBere, als etwa einen 
Zehntel der Ascorbinsiiure-Wirkung entspricht. Die Genauigkeit der Be. 
stimmungen wird auch dadurch beeintriichtigt, daB die Substanzen sich seh 
hygroskopisch erwiesen. Die Wirksamkeit hat deshalb wohl mit der Zeit 
abgenommen.“ Dieses Ergebnis wiirde sich in der GréBenordnung mit den 
oben erwihnten geringeren Reduktionsvermigen gegeniiber dem Dichlor. 
phenol-indophenol decken, doch ist natiirlich noch eine biologische Priifung 
der amorphen Verbindung in héheren Tagesdosen wiinschenswert. 


Im folgenden soll die Gewinnung und die Trennung der 
amorphen Verbindung von den beiden Begleitern der Bleiacetat- 
Fallung genau beschrieben werden, wie sie sich im Laufe mehrerer 
Darstellungen als zweckmibig erwiesen hat: 


2 kg Nebennieren, die stets ganz frisch vom Schlachthof bezogen und sofort 
verarbeitet werden konnten, wurden nach der Zerkleinerung in einer Fileisch- 
hackmaschine in einer 10 Liter-Pulvertlasche unter Eiskihlung und Umriihren 
mit 6 Liter-Methanol extrahiert, wobei ein durch gliihendes Kupfer von Sauer- 
stoff befreiter Stickstoffstrom zum vélligen Luftausschlu8 diente. Es werden 
alsdann 24 g Bariumacetat in kaltgesiittigter wiéBriger Lésung zugefiigt. 
nach der Filtration durch ein Koliertuch wird die triibe Lésung dure 
Zentrifugieren geklirt. Die véllig klare Lésung wird nun wiederum unter 
Rithren und Luftabschlu8 mit einer heifgesittigten wiBrigen Lésung vou 
240 g Bleiacetat gefillt. Der Bleiniederschlag wird durch Zentrifugieren in 
Kupferbechern abgetrennt. Er wird in einem '/, Liter-Kolben in Eiswasser 
suspendiert, wobei ein sorgfiltiges Verreiben mit einem Gummiwischer fiir dit 
feine Zerteilung notwendig ist, und dann durch Einleiten von Schwetel 
wasserstoff véllig zersetzt. Nach kurzem Abzentrifugieren des Bleisulfid: 
niederschlags wird die Lésung bei 25° im Vakuum, unter Durchleiten 
von Kohlendioxyd durch die Siedekapillare, eingedampft. Der Riickstané 
wird zur volligen Entwisserung mehrfach mit Aceton versetzt und wieder 
im Vakuum abgedampft. Der dabei bleibende dlige Riickstand wird mebr 
fach mit Aceton behandelt, wobei er allmihlich fest wird, indem dabei dit 
Hauptmenge der Ascorbinsiiure herausgelést wird. Der feste in Acetot 
unlésliche Riickstand besteht aus dem Gemenge von Inosit mit der amorphe, 
reduzierenden Verbindung. Zur Trennung verwendet man die groBe Lis 
lichkeit der gesuchten Verbindung in Methanol, in dem der Inosit in der 
Kilte nur wenig léslich ist. Es wird mit 15 cem Methanol kalt exire 
hiert und die Extraktion mit Methanol dreimal wiederholt. Die vereinigtet 
Methanolextrakte werden mit 5 Volumina trockenem Ather versetzt, wobei die 
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in Lésung bleiben dabei 
Der gefiillte Niederschlag wird in wenig 
Notigen- 
falls wird das Umfillen noch wiederholt, bis der Niederschlag rein weif 
und ganz frei von Oltrépfehen ist. Zuletzt wurde die Substanz mit wasser 

freiem Ather gewaschen und nach dem Absaugen des Athers im Valine 
wegen ihrer iiberaus groBen Empfindlichkeit gegen Luftsauerstoff und Luft- 


gesuchte Verbindung als Niederschlag ausfiillt; 
noch Reste von Ascorbinsiure. r 
kaltem Methanol wieder gelést und mit trocknem Ather gefiillt. 


feuchtigkeit sofort eingeschmolzen. Die Substanz besitzt dann ein villig 
weibes und staubtrockenes Aussehen und zeigt beim Erhitzen das ty pische 
Verhalten amorpher Verbindungen, indem sie unter Braunwerden gegen 
145—150° immer mehr zusammensintert und gegen 165° unter Zersetzung 
schlieBlich voéllig zusammengeschmolzen ist. Sie ist selir lislich in Wasser 
und Methanol, unldslich in Aceton. 

Die Analyse der amorphen Verbindung wurde im analytischen Labo 
ratorium von Dr. H. Weil in Miinchen ausgefiihrt. Dieser wurde bei der 
Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung auf den Phosphorgehalt dadurch 
aufmerksam, daf sich die Substanz nicht ungemischt verbrennen lieB, und 
daB sie eine Asche von saurer Reaktion hinterlieb. Die Gesamtanalyse hatte 
folgendes Ergebnis: 


J. 3,765 mg Subst.: 3,570 mg CO, 2,010 mg H,O. — II. 4,455 mg Subst.: 
0,2088 eem N (15° 713 mm). — III. 11,860 mg Subst: 0,2815 mg Mg,P,0,. 
— IV. 11,910 mg Subst.: 0,2367 mg Meg,P . 

Gef: C 25,86 H 5,97 N 5,21 P: I. 0,544 IL. 

Aus dem Methanol-Ather-Extrakt konnte nach Vereinigung mit dem 
Abdampfriickstand des Acetonextraktes durch Einleiten von Ammoniakgas 
das Ammoniumsalz der Ascorbinsiiure gewonnen werden, das in 
essigsaurer Lésung als Bleisalz gefillt wird. Dieses wurde nach scharfem 
Trocknen in Aceton-suspension mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Es gelang, 
eine zur Schmelzpunktsbestimmung ausreichende Menge in reinem Zustand 
zu isolieren, auch die iibrigen Eigenschaften, insbesondere die Reduktion 
von Fehlingscher Lésung in der Kiilte, stimmten mit dem Verhalten eines 
kiuflichen Priiparates iiberein. 

Der mit Methanol extrahierte Inosit wurde zur Reinigung in Methanol- 
Wasser 1:1 gelést. Beim Zusatz von Aceton bis zur Triibung krystallisiert 
er aus und wurde durch Schmelzpunkt, Mischprobe und El! ementaranaly se 
als Inosit identifiziert. 


0,554 
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Zur Messung der Zymohexase’). 
(3. Mitteilung iiber Zymohexase). 


Von 
Erwin Bauer. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1936.) 


Voraussetzung fiir priiparative Enzymarbeiten ist die Miég. 
lichkeit quantitativer Verfolgung der Knzymausbeuten. Dazu ist 
es aber noétig, alle Faktoren, welche die Kinetik beeinflussen, 
méglichst genau zu kennen. In der vorhergehenden Mitteilung 
iiber Zymohexase!) war bereits iiber den EKinfluB verschiedener 
Schwermetalle und ihre Ausschaltung berichtet worden. Kin 
weiterer fiir Enzymmessungen bedeutungsvoller Faktor ist die 
Wahl des Reaktions-p,. In der Regel miBt man bei optimaler 
Wasserstoffionenkonzentration. Diese war bisher fiir Zymohexase 
nicht genauer bekannt. Meyerhof und Lohmann geben ein 
breites Optimum zwischen p,, 6 und p,, 9 an?) EKingehendere, 
auf der Kenntnis der Schwermetallwirkung fuBende Untersuchungen 
haben ergeben, daB sich die Reaktionsgeschwindigkeit allmihlich 
und noch iiber p,, 9 hinaus steigert, um gegen p,, 10 plétzlich 
abzunehmen. Das Aktivititsoptimum der Zymohexase findet mau 
demnach zwischen p,, 9,5 und p,, 10, hingegen liegt das Bestiin- 
digkeitsoptimum etwa zwischen p,, 7 und p,, 8. 

Von praktischer Bedeutung, aber auch von theoretischem 
Interesse ist die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit vou 
der Substratkonzentration. In ihrer Arbeit haben Meyerhof und 
Lohmann eine nicht sehr groBe, immerhin aber deutliche Ab- 
hingigkeit der Gleichgewichtslage Hexose-diphosphat = Dioxy- 
aceton-phosphat gefunden. Es schien nicht unméglich, daB auch 
die Zerfallsgeschwindigkeit der Hexose-diphosphorsiure konzen- 


*) Neuerdings bezeichnet Lohmann die Zymohexase als ,,Aldolase’, 
welcher Name den Wirkungsmechanismus andeutet. Z. f. ang. Chem. 1936, 
327; Biochem. Z. 286, 28 (1936). 
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trationsbedingt ist, derart, daB die absolute Reaktionsgeschwindig- 
keit mit steigender Substratkonzentration ansteigt. Indessen erwies 
sich die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion weitgehend un- 
abhiingig von der verfiigbaren Substratmenge. Diese braucht 
daher, ohne daB die Vergleichbarkeit der erhaltenen Enzymwerte 
beeintrichtigt wiirde, nicht exakt eingehalten zu werden. 


Versuehsteil. 


Beziiglich der Methodik sei auf die vorhergehende Arbeit verwiesen. 
Auf Eiskithlung der Reaktionsmischungen wurde hier verzichtet, nicht aber 
auf Kiskithlung des Enzyms. Die Zahlenangaben der Tabellen beziehen 
sich auf 1 ccm der Reaktionsmischung. 


p,,-Kurve der Zymohexase. 
Tabelle 1. 


Der Ansatz enthielt 398 y organisch gebundenes P/ecem. In den Ver- 
suchen bei py 6,7 und 7,8 wurde Veronalpuffer in der friiher verwendeten 
Konzentration beniitzt, in den iibrigen Glykokollpuffer nach Serensen 
0,04 molar. m/10000 HCN. 











ac ; 30 60 
Zeit in Minuten ae ; - 
Poe + oe aoe “To 7 _ ee lo 
Po 6,7 9,5 | 2,4 20,0 5,0 
Po 7,8 12,7 | 3,2 22,2 5,6 
PH 9,3 148 | 3,7 27,8 7,0 
PH 9,6 14,1 3,5 26,1 6,6 
Pu 10,1 0,0 0,0 0,0 0,0 


Das Optimum der Zymohexasewirkung liegt, wie sich durch 
graphische Auswertung der Tabelle ergibt, bei etwa p,, 9,5, also 
schon in recht alkalischer Reaktion. Das gleiche Optimum 
wurde auch ohne Blausiureaktivierung gefunden, die iibrigens bei 
Verwendung von Glykokollpuffer nicht in Erscheinung tritt. Die 
Kurve bricht nach der alkalischen Seite plétzlich ab, was der 
Hauptsache nach auf Enzymzerstérung beruhen diirfte. Kine ein- 
fache p,-Umstellung ist nicht imstande, die Reaktion wieder 
in Gang zu bringen. 

Die stark alkalische Lagerung des p,-Optimums steht nicht 
im Widerspruch zu der Gepflogenheit, Glykolyseversuche in der 
Nihe des Neutralpunktes anzustellen, da einerseits der Zuwachs 
der Reaktionsgeschwindigkeit von der sauren Seite her verhiiltnis- 
maiBig langsam erfolgt, andererseits die Enzymbestiindigkeit, wie 
14* 
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besondere Versuche ergeben haben, im Neutralbereich am grofitey 
ist. Der Bestindigkeitsabfall erfolgt nach der sauren Seite 
im Gegensatz zum Verhalten der Aktivitiét — rascher als nach 
der alkalischen. 

Die unsymmetrische Ausbildung der p,,-Kurve ist bemerkens. 
wert. Sie erinnert in ihrer Form an die fiir Heterophosphatase: 
und Pyrophosphatase*) gefundene Mg-Kurve, nur ist ihr Cha- 
rakter hier stirker ausgepriigt. Um symmetrisch gelagerte Kurven 
zu erhalten, wire in allen Fillen das Koordinatensystem zu 
drehen; es scheint mit anderen Worten, als ob nicht der p,- 
oder die Mg-Konzentration, sondern eine Funktion dieser Grofen 
als Abszisse aufzutragen wiire®). Vielleicht besitzt diese Inter- 
pretation nur formalen Charakter. Jedenfalls ist es wiinschens- 
wert, die p,,-Kurve, sowohl was die Art ihres Verlautes als auch 
was die Lage des Optimums betrifft, in Reaktionssystemen zu 
reproduzieren, die in Art und Menge der an der Reaktion nicht 
unmittelbar beteiligten Begleitstoffe von dem hier vorliegenden 
moéglichst abweichen. 


Geschwindigkeit der Reaktion bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 


0,04 mol. Glykokollpuffer, py; 9,3*). Sonstige Bedingungen wie friiher. 


Tabelle 2. 








Reaktionszeit in Min. 
Substratkonzentration : 
30 60 
y¥P rel. Konz. y "le Y | "le 
19 1 19 100 15,8 84 
94 5 21,4 22,8 36,6 39 
282 15 21,4 7,6 43,7 15,5 
978 52 21,4 2,9 2,7 4,7 
1410 | 15 21,8 1,6 43,1 3,3 


Die Anfangsgeschwindigkeit der Zymohexasereaktion ist in 
der vorliegenden Variationsbreite augenscheinlich von der Substrat- 
konzentration (Hexosediphosphat) unabhingig. 


Beziehung zwischen Enzymmenge und Umsatz. 
Bedingungen: 0,04 mol. Glykokolipuffer py wie vorher, Substrat 
konzentration wie bei Tab. 1. 


*) Das Reaktions-p,, wurde deswegen nicht alkalischer gewahlt, um 
vom Steilabfall der py,-Kurve hinreichenden Abstand zu haben. 
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Wie aus der Figur ersichtlich, kann man mit guter Anniherung 
‘bis zu einem Umsatz von etwa 30 y P/ccm Reaktionsgemisch die 
Enzymmenge linear berechnen. Diese einfache Beziehung schafft 


ail keg. 


die Voraussetzung, die Untersuchung des Enzyms auch nach der 
| priparativen Seite hin auszudehnen. Als vorliutfige Enzymeinheit 


soll diejenige Menge bezeichnet werden, die unter den vorliegenden 


' Versuchsbedingungen innerhalb 1 Stunde 10 y P in alkaliverseifbare 
| Form iberfiihrt. 


Einflu8 von Fe. Die Verhiiltnisse liegen noch nicht klar, 


'was aber fiir die quantitative Erfassung der Zymohexase ohne 
| sonderliche Bedeutung ist; einerseits ist die zu deutlicher Akti- 
'vierung erforderliche FeCl,-Menge erheblich, andererseits wurde 
‘durch Fe niemals ein iiber die durch HON erzielbare Aktivierung 
| hinausgehender Effekt nachgewiesen. 
| festzuhalten, daB mit FeCl, im alkalischen Bereich (p,, 9,1) — mit 
; Veronalpuffer — gegeniiber nur Enzym enthaltenden Versuchen 
| Aktivierung, im schwach sauren dagegen Vergiftung (Hemmung) 
'beobachtet werden konnte. 
| keine deutliche Abhingigkeit von der Reihenfolge der Zusitze, 


Kinstweilen ist jedenfalls 


Die alkalische Aktivierung zeigte 


was auffallig ist, da EKisenhydroxyd ausflockt und mit den iibrigen 


| Zusiitzen nicht wieder in Lésung geht, wenn Puffer und Fe-Salz 


zuerst zusammengebracht werden. Wird erst Hexosediphosphat 
ud Fe-Salz zusammengebracht und dann erst die iibrigen Reak- 


tionsteilnehmer hinzugefiigt, erhilt man vollig klare Lisungen, 


deren Farbe sich mit zunehmender OH’-Konzentration vertieft. 


'Offenbar entsteht ein im alkalischen Bereich besonders stabiles 


Komplexsalz*). Vielleicht beruht darauf ein Teil der Aktivator- 


*) Bringt man eine konzentriertere Hexosediphosphatlésung (m/10) mit 


/ einem Unterschu8 von FeCl, zusammen, so entsteht eine kiisige weiBliche 


Fillung, die sich in Alkali zu tief gelber Farbe lést; mit Siure erhilt man 
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wirkung des Fe. Es ist ja nicht unwahrscheinlich, da die Aff. 
nitiit des Enzyms zum komplexen Substrat eine andere ist als 
zum freien und dadurch die Konkurrenz des vergiftenden Schwer. 
metalls ausgeschaltet werden kénnte. Da auch Kupfer und andere 
Schwermetalle mit Hexosediphosphat Komplexe bilden, an deney 
die Phosphatgruppen beteiligt sein diirften, wiirde eine Beurteilung 
der Schwermetalleinfliisse durch genauere Untersuchung und physi- 
kalisch-chemische Charakterisierung der Hexoseester-Metallkom). 
nate wesentlich erleichtert werden. Auch exakte Affinitiitsmessuncgey 
an der Zymohexase bei gleichzeitiger Variierung der Schwermetall. 
zusitze wird in Angriff zu nehmen sein. Bis dahin kann betrefi 
des Aktivierungsmechanismus keine Festlegung erfolgen. 











ry) ‘ 
Tabelle 38. 
Veronalpuffer in der iiblichen Konzentration, py 9,1, 1 Stunde, 30°, 
401 7P/eem. Zahlenbedeutung wie vorher. 

















Eisenkonzentration yP Eisenkonzentration yP 
Lee eee 3 m/10000 ...... 6 7 
0 (m/100000-HCN) . . 31 a 23 T 
m/100000 ...... 2 g 


Tabelle 4. 


Ansatz wie vorher, Versuchszeit 1 Stunde. 











PH 6,7 Pr 9,1 

if , 0 7 | "lo  ( 

Ohne Zusatz. . . 25 6,2 5 1,2 
Mit m/1000-HCN . 28 7,0 40 10,0 
Mit m/1000-FeC], . ) 2,2 24 6,0 


Bei p,, 6,7 tritt die Blausiureaktivierung kaum zutage, was 


mit der Bestiindigkeit der Zymohexase zusammenhingt. : ) 
( 

Literatur. e 
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der von ihm benutzten Priiparate zur Verfiigung. 
Mengen dieser Liésungen erlaubten jedoch nur einige orientierende 


Uber den Einflu&8 von Co-Ferment und von Co-Zymase auf die 
durch Schwermetall reversibel inaktivierten Proteinasen ’). 


Von 


Ernst Masehmann und Eriea Helmert. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses, Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1936.) 


Die durch gewisse Schwermetalle bewirkte Hemmung der 
Milchsiiurebildung aus Glucose-6-phosphorsiure oder aus Fructose- 


| diphosphorsiiure in dialysiertem Froschmuskelextrakt + Magnesium- 
' chlorid + Adenosin-triphosphat?) wird nach Th. Wagner-Jauregg 
und H. W. Rzeppa’) durch Warburgsches Co-Ferment oder 


durch Kulersche Co-Zymase wieder aufgehoben. Um zu priifen, 


‘ob auch das Co-Ferment oder die Co-Zymase die durch gewisse 


Schwermetalle bewirkte reversible Inaktivierung der intracelluliren 
Proteinasen wieder aufzuheben vermdgen, stellte uns Herr Dr. 
'h. Wagner-Jauregg dankenswerterweise die restlichen Lésungen 
Die geringen 


Versuche mit Cu-vergiftetem Papain und Kathepsin. Da aber 
lie Ergebnisse dieser Versuche eindeutig sind, erscheint ihre Mit- 


teillung gerechtfertigt. 


Ks wurde gefunden, dab die durch Kupfer gesetzte Hemmung 
des Papains und des Kathepsins weder durch Co-Ferment noch 
durch Co-Zymase (molares Verhiiltnis Metall: Zusatzstoff = 1: > 5) 


wieder riickgiingig gemacht werden kann. Wir beobachteten auch, 
daB sowohl das Co-Ferment als auch die Co-Zymase unter den 


elngehaltenen Bedingungen einen deutlich hemmenden EKinflub auf 


die Wirksamkeit des Papainpraparates gegeniiber Gelatine als 
Substrat auszuiiben vermégen. 


Die proteolytische Wirksamkeit 
des kathepsinhaltigen Leberauszuges gegeniiber Gelatine wurde 


| durch diese Zusatzstoffe dagegen nicht nennenswert beeinfluBt. 


') XVIII. Mitteilung iiber intracelluliire Proteinasen. XVII. Mitteilung 


| Biochem Z%. 280, 204 (1935). 


*) Diese Z. 240, 1 (1936). 
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Tabelle I. 
Wirkung von Co-Ferment und von Co-Zymase 
auf Cu-gehemmtes Papain. 
Ansatz: 0,4 cem 1,5°/,iger Liésung von Papain Merck (1: 350), 1 cem m5 
Acetatputier, 5 cem 8°/,iger Gelatinelésung und Wasser. Gesamtvol. 10 cen, 
Temp. 40°, ‘Titrationsprobe 2 cem. 





— 








Acidititszuwachs (eem 0,05 n-KOI! 
Nr. Tustiae nach Stunden 

1 S 24 

— 0,438 0,68 1,22 
2 m/25000 Cu 0,03 0,05 0,08 
3 1 mg Co-Ferment 0,30 0,49 0,96 
4 2 mg - 0,26 0,43 0,87 
D 1 mg Co-Zymase 0,27 0,46 0,90 
6 2 mg » 0,24 0,40 0,83 
7 |m/25000 Cu + 2mgCo-Ferment 0.04 0,08 0,10 
8 {m/25000Cu 4+-2mgCo-Zymase 0,05 0,05 0,09 


rm 7 
abelle II. 
Kinflub von Co-Ferment und von Co-Zymase 
auf Cu-gehemmtes Kathepsin. 
Ansatz: 2,5 eem eines Wasserauszuges aus 3mal mit verd. Alkohol extra- 
hiertem, mit Alkohol-Ather getrocknetem Schweinelebermaterial, n-Essig 
siiure (py = 4), 2,5 cem 8°/,iger Gelatineldsung und Wasser. Gesamt 
vol. 10 cem. Temp. 30°. ‘Titrationsprobe 2 cem (Doppeltitration). 











; not ti Aciditiitszuwachs (eem 0,05 n-KOH 
Nr. Zusiitze ; 
nach 24 Stunden 

_ 0,94 
2 m/25000 Cu 0,35 
3 2 mg Co-Ferment 0,90 
4 2mg Co-Zymase 0,85 
5 2 mg Co-Ferment + m/25000 Cu 0,40 
6 2 mg Co-Zymase + m/25000 Cu 0,38 
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Biotin und Aneurin als Phytohormone. 


Ein Beitrag zur Physiologie der Keimung. 
23. Mitteilung tiber pflanzliche Wachstumsstoffe’). 
Von 
Fritz Kégl und A. J. Haagen-Smit. 


(Unter Mitwirkung von B.Ténnis, W. van Hasselt und L. Pons.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juli 1936.) 


A. Vorkommen von Biotin in Samen. 


In der 20. Mitteilung dieser Reihe haben wir die Darstellung 
von krystallisiertem Biotin beschrieben, einem hochaktiven Wuchs- 
stoff der Bios-Gruppe. Als Testobjekt diente uns hierbei ,,Rasse M“, 
eine aus 4 Unterrassen bestehende Brennerei-QOberhefe. Es ist 
bekannt, daB die einzelnen Rassen von Saccharomyces cerevisiae 
in ihrem Bios-Bedarf ziemlich stark voneinander abweichen, so 
daB sich nunmehr die Frage ergibt, welche Hefen fiir ihr Wachs- 
tum auf einen Zusatz von Biotin angewiesen sind und welche 
Verhiltnisse bei anderen niedrigen Organismen angetrofien werden. 
Wir haben diese Untersuchung zuriickgestellt, bis die Arbeiten 
liber die anderen Bios-Faktoren weiter geférdert sind. Dringender 
erschien uns dagegen die Frage, ob Biotin auch fiir das Wachs- 
tum der héheren Pflanze von Bedeutung ist. Es lag nahe, dies 
zu vermuten, zumal bei unseren Stichproben tiber das Vorkommen 
von Biotin im Pflanzenreich der Fortpflanzung dienende Zell- 
gebilde — wie Pollen und Samen — sich durch einen Biotin- 
Gehalt auszeichneten, der den Durchschnittswert (einige Hundert 
SK pro g) teilweise weit iiberschritt. So zeigte Roggenpollen, 
den wir der Freundlichkeit von Frau Prof. Dr. von Ubisch ver- 
dankten, einen Gehalt von 4000 SE pro g; iiber den Biotin- 
Gehalt verschiedener Samen gibt die folgende abelle Auskunft. 


') 22. Mitteilung: Diese Z. 243, 189 (1936); 20. und 21. Mitteilung: 
Diese Z, 242, 43, 74 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIII, 15 
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Tabelle 1. 


Biotin-Gehalt lufttrockener Samen in SE pro g. 





(Nach Versuchen von W. van Hasselt). 





Erbse (Pisum sativum L.) .... . he a a ce ee «Ree 
Zuckererbse (Pisum sativum L. var. sac oh eben ‘Bev. Pak aa ae SOS 
Kichererbse (Cicer arietinum L.)............ 4.64888 7 


Stangen-Brechbohne | ,, . 

Raecisinitiseadie tne! (Phaseolus vulgaris L.) 
Feuerbohne (Phaseolus coccineus L.). . . . . 1... ee ee ee OT 
Weibkohl (Brassica oleracea L. var. capitata L. f. alba D.C.) . . 2. 1060 
Rotkohl (Brassica oleracea L. var. capitata L. f. rubra L.). 2. 2]. 650 


Rosenkohl (Brassica oleracea L. var. gemmifera D.C.) 2... 2 2. . 140 
Blumenkohl (Brassica oleracea L. var. botrytis L). . . 2... 1. L640 
(;riinkohl (Brassica oleracea L. var. acephala D.C.) . 2... 1. 1 2. 1280 
Kohlrabi (Brassica oleracea L. var. gongylodes L.). . . 2... 1 7. 12 
Wirsing (Brassica oleracea L. var. sabauda L.) . 2... 1... ee OU 
Kopfsalat (Lactuea sativa L. var. capitata L.) . . 2. 1 2 ww ee QTE 
Schnittsalat (Lactuea sativa L. var, longifolia Lam.) . .. .. . . ). 3450 
a er a | 

2861) 


Endivie (Cichorium Endivia L.). 5 Sh Meow 
Petersilie (Petroselinum hortense Hottm.) ............ . 4900 


ein (Ee I ee ee ew ew & BOM 
Zichorie (Cichorium Intybus L.) ............ 2.4... . 1020 
Kerbel (Anthriseus Cerefolium Hoffm.) ...........2. 2.2. ~ 7S 
Perree (re SP Ea) 6 ew ee te SS BI 
Schwarzwurzel (Scorzonera hispanica L.) . . .. . Die le, Slee ai be: a 


Kohlriiben (Brassica Napus L. yar. Napobrassica Peterm.) . . . . . 1S 


Gelbe Riiben (Daucus Carota L. subsp. sativus Hayek.). » « BI 
Radieschen) ,, ees Pe pn RG oa 
Rettich (Raphanus sativus L.) ee Oe os 
Spargel (Asparagus officinalis L.). . . . . 1... 1 ee ee eee OBO 
Tomaten (Solanum Lycopersicum L.). . . . . 1... 1 ew ee ee 2880 
Portulak (Portulaca oleracea LL.) . .. . 2.5 2 ew see ee ow = DAD 
eer Se I Dy ss OK eye we SB ow ew BE 
Gartenampfer (Rumex Patientia L.). ..........2..2.2...~ 600 
Rhabarber (Rheum Rhaponticum L.) ......... 2... eee 2830 
Mais (Zea MaysL.)..... eee ee ee ee ee ee ee 
(sartenkresse (Lepidium iitivem eee ee ee ee a eee eee 


Die Samen wurden gemahlen und mit 5 cem Wasser pro Gramm 
30 Minuten auf 100° erhitzt; die Extrakte wurden dann unter médgliclist 
sterilen Bedingungen durch ein Membranfilter filtriert und nach der in der 
20. Mitteilung beschriebenen Testmethode ausgewertet. Fiir die hier)ei 
aufzunchmenden Wachstumskurven ist es wichtig, die Extrakte so zu ver 
diinnen, da’ 0,1 cem einen Zuwachs von 126°/, hervorruft. Uber die le 
rechtigung der Bezeichnung ,, Biotin- Gehalt“ sei auf die Ausfiihrungen 10 
der vorhergehenden Mitteilung verwiesen. 
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Bei der Bedeutung der Griiserspitze als Produktionsstiitte 
fiir Auxin-a lag es nahe, die einzelnen Zonen der jungen Hafer- 
piiinzchen auch auf ihren Biotin-Gehalt zu priifen; dieser ist in 
der Koleoptil- und der Wurzelspitze am griften, doch ist der 


Unterschied nicht sehr ausgepriigt: 
Tabelle 2. 
Verteilung von Biotin in Haferpflinzchen. 


200 vier Tage alte Pfliinzchen, wie fiir den Auxin-Test geziichtet; zur 
Bereitung der Extrakte wurden die Fraktionen in 5 cem Wasser 30 Minuten 
auf 100° erhitzt und filtriert. 


(Nach Versuchen von B. Ténnis) 





Koieoptile u. prim. Blatt (Spitze) . 170 mg | etwa 150 SE 870 SE/g 
Koleoptile u. prim. Blatt (Mittelstiick) . | 400. ,. ~ 530 
a re ee y Ie a 700 
Wurzel (Mittelstiick) ........ {165 ,, yy. EP 840 
co 95 ,, « Bs 1080 











Sehr bemerkenswert ist die Verteilung des biotins im Reiskorn: es 
findet sich wie Aneurin (Vitamin B,) vorwiegend in der Aleuronschicht: 


Reiskleie (mit Silberhiiutchen) 7100 SE pro ¢ 


Alte: Dei Ger i. Potter ........ 5300 , «9 
Abfall bei der 2. Politur ....... . 4850 
Pe I ke ae ee cw he ws IR e 


Zum Studium der Beziehungen zwischen Keimung und 
biotin-Gehalt wihlten wir die Erbse als Versuchsobjekt und 
zwar zunichst die Sorte ,,Kortstroo Schokkers“ der Firma 
Dr. R. J. Mansholt, Westpolder (Groningen). Diese Erbsen 
wurden wie oben heif extrahiert und zeigten einen Biotin-Gehalt 
von 4600 SE/g. In einem anderen Versuch wurde das Mehl von 
150 Erbsen (75 g) mit 300 ccm Wasser versetzt und nach 


eo) 


24 Stunden filtriert; der Kaltextrakt ergab einen ‘Trockenriick- 
stand von 2 g, welche insgesamt 360000 SE enthielten; das ent- 
spricht einem Biotin-Gehalt von 4800 SE pro g Erbsen. Eine 
einzelne Erbse enthilt einen Vorrat von 2400 SE. 


Es wurde nun untersucht, wie sich der Biotin-Gehalt in der 
Krbse zwischen Kotylen und Embryo (Plumula + Radicula) ver- 
teilt. Hierzu wurden die Erbsen, wie unten niher beschrieben, 
iuBerlich sterilisiert und in sterilem Wasser der Quellung iiber- 
lassen. Nach 6 bzw. 48 Stunden wurden die Samenhiiute entfernt 
und die Embryonen von den Kotylen getrennt: 


15* 
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Tabelle 3. 


Biotin-Gehalt von Erbsenembryonen. 





| Gewicht des Organs 





Biotin-Gehalt 


' a) Nach 6-stiindiger Quellung. 
(Mittelwerte aus 45 Erbsen.) 
i ee 2,7 mg 8,5 SE entsprechend 3000 SE ¢ 
Radicula . 9,0 ay us 1% 300 


b) Nach 48-stiindiger Quellung. 
(Mittelwerte aus 51 Erbsen) 


{ Plumula..... 3,5 mg 11 SE entsprechend 3300 SK ¢ 
Radicula. 11,5 Ds ze DOO 
In einem weiteren Versuch wurden 150 Erbsen nach 6-stiin- 


diger Quellung von den Samenhiiuten befreit, die Embryonen 
entfernt und die Kotylen mit 500 ccm sterilem Wasser kalt 
extrahiert; das Wasser wurde tiiglich erneuert und die Extrakt 
einzeln eingedampft und ausgewertet: 


Tabelle 4. 


Biotin-Abgabe der Kotylen. 





oo a ee re Biotin-Abgabe Pagliche Biotin 
pro Tag Abgabe pro Erbse 

1. Tag 120 mg | 

9 ‘ 

“alas om | 1500 SE 10 SE 

“one 111 

BD. 98 2400 16 

ay omy 106 2800 19 

1 ~ 91 2500 17 

Ds a 115 2400 16 

Do 9 79 2000 13 











Zum Vergleich wurde ein analoger Versuch mit der Erbsen- | 
sorte ,,.kaapsche Groene“ von der Firma Hullemann, Utreclit, & | 
ausgefiihrt. Hier war die Biotin-Abgabe pro Erbse an den aut- 
einanderfolgenden Tagen 26, 20, 30, 30, 20, 20 und 22 SE. Im 


a ~ | ee 
ganzen wurden aus den Kotylen von 500 Erbsen wihrend der 
7 Versuchstage 1300 mg mit 84000 SE Biotin ausgelaugt (Biotin- & 
Gehalt 65000 SE/g). € 


Man konnte vermuten, dai die Auslaugung des Biotins der 
hotylen vor allem durch die Wundfliche erfolgt und bei intakten 
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{; sen durch die Samenhaut verhindert oder stark eingeschriinkt 
wird. Wie der folgende Versuch zeigt, ist dies nicht der Fall: 

500 Erbsen (Kaapsche Groene) wurden ‘iuBerlich sterilisiert 
und in 1 Liter sterilem Wasser der (uellung iiberlassen; das 
Wasser wurde wiederum tiglich erneuert und die Extrakte einzeln 
eingedampft und ausgewertet. Die Biotin-Abgabe pro Erbse war 
an den aufeinanderfolgenden Versuchstagen 20, 20, 14, 30, 22, 
24 und 18 SE. Im ganzen wurden wiihrend der 7 Versuchstage 
1302 mg mit 74000 SE ausgelaugt, das ist nur 12°/, weniger als 
bei den isolierten Kotylen. 

Bekanntlich biiBen die meisten Samen bei zu lange dauernder 
Quellung ihre Keimfahigkeit allmahlich ein!), was man wohl vor 
allem auf den Verlust an lebenswichtigen Mineralbestandteilen 
zuriickzufiihren hatte. Unsere Versuche zeigen, dab hierfiir auch 
das Auslaugen der nur in Spuren vorhandenen Wuchsstoffe mit 
verantwortlich sein kénnte. 


B. Einflu& von Biotin und Aneurin auf das Wachstum 
von isolierten Erbsenembryonen. 


Ks ist nicht selbstverstindlich, daf eine normale Pflanze, ein 
normales Organ oder eine normale Zelle auf den Zusatz eines 
\Vuchsstoffes mit einem besonderen Wachstumseffekt reagiert, da 
im normalen Zustand das betreffende Phytohormon in ausreichendem 
MaBe vorhanden sein kann oder im Bedarfsfall von der Pflanze 
selbst synthetisiert wird. Damit soll nicht in Abrede gestellt 
werden, daB die bei verschiedener Diingung auftretenden Grifen- 
bzw. Gewichtsunterschiede normaler Pflanzen u. a. auch mit dem 
Angebot an organischen Wirkstoffen zusammenhiingen kénnen; 
jedenfalls ist aber der gesicherte Nachweis solcher Wirkungen — 
wie z B. die Versuche mit Oestron?’) zeigen — iiberaus schwierig 


') Vgl. hierzu Angaben und Tabellen in V. Grafe, Ernihrungsphysio- 
logisches Praktikum der héheren Pflanzen; Verlag P. Parey, Berlin (1914) 
und zwar S. 6 ff. 

2) W. Schoeller u. H. Goebel, Biochem. Z. 240, 1 (1931); 251, 223 
932); 2IZ, 215 (1934); 278, 298 (1935); R. Harder u. I. Stérmer, Jb 
Bot. 80, 1 (1984); $1, 383 (1935); Nachr. Ges. Wiss. Géttingen, Math.-naturw. 
Kl., Fachgruppe VI, 1, 11 (1934); Biochem. Z. 280, 129 (1935); A. I. Virtanen, 
‘.v. Hausen u. S. Saastamoinen, Biochem. Z. 272, 32 (1934); H.v. Euler 
ul. B. Zondek, Biochem. Z. 271, 64 (1934); H. Orth, Z. Bot. 27, 565 (1984). 
K. Scharrer u. W. Schropp, Z. Pflanzenernihrung, Diingung u. Boden- 
kunde, Abt. B. 13, 1 (1984); Biochem. Z. 281, 314 (1935); M. M. Janot, C.r. 
IWS, 1175 (1934); 200, 1238 (1935). 
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zu erbringen. In unserem Falle kimen derartige Diingeversu: | 
wegen der ungeheuren Kostbarkeit des krystallisierten Biotins \ oy 
vornherein nicht in Betracht; die Anwendung von Rohpraparatey 
hitte gegeniiber den in der Literatur beschriebenen Versuchen jit 
Hefeextrakten!) usw. keinen nennenswerten Fortschritt gebraclit, 

Kin fiir unsere Zwecke geeignetes Objekt zum Nachweis einer 
Funktion des Biotins bei der héheren Pflanze fanden wir in 
isolierten Erbsenembryonen. Die Versuchstechnik zu 
Ziichtung von isolierten Embryonen unter sterilen Bedingungen 
ist bereits im Jahre 1890 in einer ausfiihrlichen Arbeit von 
H. J. Brown und G. H. Morris?) beschrieben worden. Diese 
Autoren haben Gerstenembryonen vom Endosperm abgetrennt uni 
auf Gelatine geziichtet, der neben den iiblichen Salzen verschiedene 
Zucker zugesetzt waren. Von diesen erwies sich Rohrzucker an 
giinstigsten, wahrend z. B. Milchzucker gar keinen Nihrwert besab, 
Das Verfahren ist in der Keimungsphysiologie seither gelegentlich 
zur Anwendung gekommen*), es hat aber im ganzen doch nicht 
die Beachtung gefunden welche ihm zukommt’). 

Ks ist einleuchtend, daB das Wachstum der von den Kotylen 
abgetrennten Erbsenembryonen bei der Ziichtung auf Rohrzucker- 
Gelatine weit hinter der normalen Entwicklung zuriickbleibt; wir 
haben eine ,,Ausfallserscheinung“, welche man bisher nur mit dem 
Hehlen wichtiger Nahrungsstoffe erkliiren konnte. Die im folgenden 
zu beschreibenden Versuche zeigen jedoch, daB hierfiir iiberdie: 
auch der fehlende Nachschub von Phytohormonen — wie z. b. 
dem Biotin — verantwortlich ist°). 


1. Bereitung der Niihrbéden. 


1 kg Gelatine®) wurde nach dem Verfahren von J. Loeb‘) bei py 5 
durch Auswaschen mit Essigsiiure und destilliertem Wasser von Elektro 


'! A.I. Virtanen u.S.v. Hausen, Nature (Lond.) 133, 383 (1934). 
b. Viswa, Nath u. Suryanarayana, Nature (Lond.) 134, 27 (1934). 

*) Chem. Soe. London 57, 458 (1890). 

*) Literaturangaben E. Lehmann u. J. Aichele, Keimungs- 
physiologie der Griser, Verlag F. Enke, Stuttgart 1931, S. 480 ff. 

*) Vgl. jedoch die interessante Untersuchung von S. N. Ray (Biochemie. 
J. 28, I, 996 (1984), in welcher die Aufzucht von Erbsenembryonen zum 
Studium der Biosynthese von Ascorbinsiiure verwendet wird. 

5) Vgl. Svensk Kemisk Tidskrift, 48, 145 (1936); (Vortrag in Stockholm 
am 31. Marz 1936). 

‘) Spezialsorte fiir bakteriologische Zwecke bezogen von der ,,Lijm-en 
velatinefabriek“, Delft. 
’) J. Amer. Chem. Soc. 44, 


213 (1922). 
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n befreit, wobei gleichzeitig auch Spuren von Biotin entfernt wurden. 
lie feuchte Gelatine versetzten wir mit Saccharose-Nihrsalz-Lésung, welche 
foloende Bestandteile') enthielt: 


BURCMATOND 0. wt tee  s BOG 
RRL Se oo ge de AT 2 ¢ 
SS ee ee ee 2¢ 
Ca(NO,), eo a ie a ee ee ee ee 8 ¢ 
| a a 22g 
FePO, 0,015 ¢g 


Na,B,0,. 0,00001 ¢ 
ZnSO, 0,00001 ¢ 


Hierauf wurde das Gemisch auf insgesamt 10 Liter verdiinnt und die 
Gelatine durch leichtes Erwiirmen in Lésung gebracht. Diese fiir die Kon- 
trollen dienende Niihrlésung wurde bei den Phytohormon-Versuchen vor 
dem Sterilisieren noch mit der zu priifenden Lésung (maximal 1 cem auf 
\00cem Substrat) versetzt. Die mit Wattepfropfen verschlossenen Erlenmeyer- 
kolben wurden dann durch 1 stiindiges Erhitzen (100°, Dampfsterilisator) 
sterilisiert. Am folgenden Tag fiillten wir die Lésungen (je 10cem) in 
Reagenzgliiser; diese wurden mit Watte verschlossen und an drei auf- 
einanderfolgenden Tagen jeweils durch 1 stiindiges Erhitzen (wie oben) 
sterilisiert. 


2. Priparieren der Embryonen und Bereitung der Kulturen. 


Die Erbsen wurden etwa 10mal mit Leitungswasser gewaschen, bis 
dieses nicht mehr getriibt war, hierauf itibergossen wir sie mit 95-proc. 
Alkohol, der nach 1 Minute durch 2 maliges Waschen mit sterilisiertem 
destilliertem Wasser entfernt wurde. Hieran schloB sich eine Behandlung 
mit 0,1°/, iger Sublimatlésung, die nach 10 Minuten abgegossen und durch 
)maliges Waschen mit sterilisiertem destilliertem Wasser sorgfiiltig beseitigt 
wurde. Nach 6stiindigem Aufbewahren bei 24° war die Quellung der 
irbsen so weit fortgeschritten, daB die Embryonen unschwer von den Kotylen 
abgetrennt werden konnten; sie wurden dann 5 mal mit sterilisiertem destil- 
liertem Wasser gewaschen. Die am Vortag priiparierten und unter Wasser 
aufbewahrten Keimchen wurden (spiitestens 15 Stunden nach der Isolierung) 
auf die Nihrbéden gebracht, und zwar ein Embryo pro Reagenzglas. Selbst- 
verstindlich wurde bei dieser Operation die in der Bakteriologie iibliche 
Sterilisationstechnik angewandt und iiberdies so rasch als méglich gearbeitet. 
Nachdem die Reagenzgliiser verschlossen waren, mubten die Embryonen 
durch leichtes Klopfen oder Drehen so orientiert werden, da8 die Plumula 
nach oben lag. Weiterhin war es wichtig, dab die Wundfliiche der Embry- 
oven mit dem Nihrboden in Beriihrung stand; man erreichte dies, indem 
nan das Reagenzglas bei der Gelatineobertliiche (méglichst distal zum 
Lmbryo) iiber einer Sparflamme einen Augenblick erwiirmte und dann den 
entstehenden Tropfen zum Embryo flieBen lied. 


') Die Chemikalien wurden in der Qualitiit puriss. bzw. pro analys. 
von ,,De Onderlinge Pharmaceutische Groothandel", Utrecht, bezogen. Die 
Ssccharose wurde noch durch Extraktion mit Ather und 2maliges Um- 
krystallisieren aus Alkohol gereinigt; sie enthielt kein Biotin. 
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Die Kulturen wurden im Dunkeln gehalten. Die Temperatur ist |¢; 
den einzelnen Versuchsserien angegeben; sie wurde zwischen 22 und 24' 
variiert. Die einzelnen Versuchsserien bestehen aus einigen Hun/er 
Kinzelkulturen, von denen etwa der 3. Teil als Kontrollen diente. Se!l|jst- 
verstindlich lieB es sich trotz aller Vorsicht nicht vermeiden, daB nach 
1—2 Wochen in jeder Gruppe einige Kulturen eliminiert werden mutliten 
da Infektion aufgetreten war; es handelte sich hierbei aber héchstens um 
etwa 10°/, der angesetzten Kulturen. Nicht unerwihnt soll bleiben, dat 
die Gelatine auch bei den 7 Wochen alten Versuchen nicht merkbar an 
gegriffen war. 

Zur orientierenden Messung wurde nach 14 tigigem Wachstum 
von Woche zu Woche die Sproflinge gemessen: um hierbei den Kriim- 
mungen des Sprosses einigermaBen folgen zu kénnen, fiihrt man die Messung 
am besten mit Hilfe eines Millimeterpapiers aus. Die Versuche wurden 
gewOhnlich nach etwa 50 Tagen abgebrochen und erst dann konnte das 
genaue Ergebnis durch Bestimmung des Frischgewichts und des Trocken- 
gewichts von SproB und Wurzel festgelegt werden. Die Tabellen der 
folgenden Versuchsserien enthalten die Mittelwerte pro Pflanze bzw. pro 
Pflanzenteil. 


Versuchsserie 1. 
13, 12. 35 bis 24. 1. 36 ,,Kortstroo Schokkers“; im temperaturkonstanten 
Kellerlaboratorium des botanischen Instituts (22°, orangefarbenes Licht) 
ausgefiihrt. Fiir jede Lésung 25 Kulturen. 





. mm mg Frisch- | mg Trocken 
ena SproB- cewicht gewicht 
(42 Tage alt) li : — 
ange SproB ‘Wurzel SproB Wurzel 
Kontrollen... . 18,5 34 32 2,5 3,6 
Extrakt aus Rinne Keétvvn. al 
Tab. 4); pro Rohr siti entspr. 


240 SE Biotin ... ge ad 44 88 14 6,4 8,3 
Hefekochsaft 

entspr. 1,0 g Bickerhefe pro Rohr 29 51 74 4,3 8,7 

01 g " — 22 47 43 34 | 4,6 

0,01 g - v5 - 17 33 35 2,0 3,0) 

Asparagin 

lO me pro HOME 2 ee ee 1] 21 66 1,8 2,8 
Asparaginsiiure | 

ee ee eee 28 45 38 3,2 4,1 


Roh-Biotin 
(H.V.-Destillat 1,5 Milliarden SE 8) 
3000 SE pro Rohr .... . 28,4 48 43 3,5 4,0 
300 SE a 28,3 | 48 34 3,6 3,8 


> P] ” 











Die Versuchsserie gab einen deutlichen Hinweis darauf, dab 
das wirksame Prinzip des Hefekochsafts mit Biotin identisch sein 
konnte; der Extrakt aus Erbsen-Kotylen zeigte einen Biotin-Gehalt, 
der der wirksamen Konzentration bei den Biotin-Versuchen eut- 
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Der gréBere Wachstumseffekt des Kotylextrakts konnte 
gun Teil durch die Anwesenheit weiterer Niahrstofie verursacht 
sein, Wie dies auch aus den Versuchen mit Asparagin bzw. Asparagin- 
siure hervorging. Bei diesen letzteren Unterserien ist vor allem 
die Férderung des Wurzelwachstums durch Asparagin auffillig; 
dagegen begiinstigt Asparaginsiiure das SproBwachstum, allerdings 
in geringerem MaBe. 


s}) ach. 


Versuchsserie 2. 

27. 1. 1936 bis 16 3. 1986 ,,Kortstroo Schokkers“; Brutschrank im 
Dunkeln, 24°; 200 Kontrollen und 4 Serien zu je 60 Embryonen mit Zusatz 
von Biotin. Hierfiir wurde das in der 20. Mitteilung') dieser Reihe be- 
schriebene Krystallisat verwendet. 

Das Ergebnis dieser Versuchsserie ist in Fig. 1 graphisch dargestellt. 


‘to 
/38 
5 36 
r3Y 
P32 






mm Sproklange 


oO 


meoone” 








% 8 10 12 % 16 20 a ee a ae 


Fig. 1. Wachstums-Wirkung des kryst. Biotins bei kotylfreien Embryonen von Erbsen. 


Wie man sieht, bewirkte ein Zusatz von 0,08 y Biotin auf 
10 com Substrat eine Zunahme der SproBlinge um 58°/,; auch 
die 5mal kleinere Konzentration erzeugte erhéhtes Wachstum, 
wiihrend die Versuche mit der 25mal kleineren Konzentration nicht 
mehr von den Kontrollen abwichen. Die folgende Tabelle ent- 
hilt die Mittelwerte fiir die Untergruppen von je 15 Pflinzchen; 
nan sieht, daB die Streuung verhiltnismibig gering war. 


) Diese Z. 242, 43 (1936). 
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49 Tage alte Kulturen 


195 Kontrollen . 


60 Keimlinge 2000 SE 


60 ts 400 SE 
60 80 SE 
60 16 SE 





mm SproBlinge 


28,1 


2 28,1 25,7 
28,4 23,6 24,9 27,2 
25,1 21,5 22,5 


38,9 41,4 40,0 42,2 
37,3 34,3 30,5 35,3 
31,3 24,0 31,6 19,0 
30,6 21,8 24,1 23,5 


Mittel\ rt 





Die folgende Tabelle zeigt, daf die Zunahme der SproBling 
(58°/, fiir 2000 SE) parallel liiuft mit jener des Frisch- und es 
Trockengewichts der Sprosse (54 bzw. 51°/,). 





Kulturen 
(49 Tage alt) 


Kontrollen 


Biotin 
2000 SE pro Rohr . 
400 SE. ,, ‘9 
S80 SE ,, % 
16 SE 


3. 3. 1936 bis 





99 
ei ede 


mm 


Sprob- 


linge 
25,6 


40,6 
34,4 
26,5 
25,0 


Versuchsserie 3. 


. 1936 


,,Kortstroo 


mg Frischgewicht 

Sprob Wurzel 
2,4 48,8 
80.5 53,5 
67,9 50,6 
57,0 05,2 
56,4 48,0 





mg Trockengewichi 


SproB Wurzel 
3 9,1 
$,0 92 
6.9 92 
25D ie 
5.3 8.4) 





> 


Schokkers 


*: Brutschrank im 


Dunkeln, 24°, 225 Kontrollen und 6 Serien zu je 60 Embryonen mit Biotin. 
9 / a 7 

Die Darstellung der in dieser und den folgenden Versuchsserien verwendeten 

Biotin-Krystallisate wird spiiter in Gemeinschaft mit L. Pons besehrieben 


werden. 





Kulturen 
(50 Tage alt) 


Kontrollen . 
Biotin 

10000 SE pro Rohr . 
2000SE , 5 - 
400 SE 
80 SE ,, * 
.. aaa 
3SE_ ,, as 





mm 
Sprob- 
linge 


19,0 


24,2 
23,9 
19,1 
18,5 
19,2 


18,4 





mg Frischgewicht 

Sprob Wurzel 
38,4 56,9 
47,5 61,0 
47,0 61,5 
35,8 51,2 
34,0 52,2 
37,0 56,9 
36,9 55,6 





mg Trockengewicht 


SproB Wurzel 
4,8 9,1 
6,3 9,8 
6,2 9,6 
4,9 9, 
4,9 93 
5,1 10,1 
4.7 8,9 


Aus unbekannten Griinden wurden in dieser Versuchsserie 
nicht die giinstigen Ergebnisse der vorigen erreicht; immerliin 


wurde mit 2000 SE Biotin pro Réhrchen ein Mehrzuwachs you 
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31°), Trockengewicht erzielt, so daf auch durch diese Serie die 
\\irksamkeit des Biotins bestiitigt wird. 


Versuchsserie 4. 
16. 3. 1936 bis 19. 5. 1936 ,,Kaapsche Groene“; Brutschrank, im Dunkeln, 
23°. Das Priparat von kryst. Aneurin (Vitamin B,) verdanken wir der 
Freundlichkeit von Herrn Prof. Windaus, Gédttingen. 





al Zahl} mm mg Frisch mg Trocken- 
Kulturen der SproB- gewicht gewicht 
(50 Tage alt) Kul- eieen. Fa ° ie ; 
turen} ‘4D8¢ | SproB Wurzel| SproB Wurzel 
' Kontrollen . v4 17,0 51,1 54,0 4,3 6,5 
Biotin 
(0000 SK (= 0,4 y) pro Rohr ) 31,0 79.0 49.0 7.6 5.5 
2000 SE (= 0,08 y) ., ,, 9 | 21,2 | 71,1 | 50,2 7,0 5,6 
100 SE (= 0,016 y) ,, ‘j 9 18,6 60,0 53,1 5,1 5,3 
80 SE (= 0,008 y) ,, - i) 17,8 60,0 49.2 1,5 5,7 
Aneurin 
087 pro Rohr. ......{] 16 | 22,8 | 67,8 | 69,5 5,5 8,1 
0,08 y 5, “a 17 21,0 57,5 81.2 5,2 8,9 
Ascorbinsiiure 
8007 pro Rohr ...... Jf 22 19,1 | 54,4 | 46,8 4,9 5,1 
O87 5, 2 oe or ae 22 18,6 53,2 47,9 4,8 5,5 
Asparaginsiiure 
087 pro Rohr. ......{f 19 | 19,1 | 56,7 | 47,8 1,8 5,8 
0,08 7 4, ee eee os & oe 20,0 58,9 53,2 1,7 9,6 














Die Biotin-Versuche dieser Serie fiihrten mit 2000 SE beim 
SproB zu 63°/, Mehrproduktion an Trockensubstanz, wahrend 
Asparaginsiiure in derartigen Konzentrationen, wie zu erwarten, 
keinen Effekt zeigte. 

Die Versuche mit Aneurin (Vitamin B,) und Ascorbinsiure 
(Vitamin C) ergaben, daB letztere unter unseren Versuchsbedin- 
sungen selbst bei einer Konzentration von 800 y in 10 ccm Sub- 
strat keine Mehrproduktion an Trockensubstanz hervorruft'). Da- 
gegen hatte der Zusatz von Aneurin in Konzentrationen, die 
annihernd mit jenen der Biotin-Versuche iibereinstimmen, einen 
sehr bemerkenswerten Kinflu8 auf das Wachstum der isolierten 
Kmbryonen. Die Wirkung des Aneurins zeigte sich vor allem 
bei der Wurzel, deren Trockengewicht gegeniiber jenem der Kon- 
trollen etwa 30°/, héher gefunden wurde, wiihrend es bei den 
Biotin-Versuchen 15°/, darunter lag’). Der Unterschied war auch 


'! Vgl. hierzu die SchluBbemerkungen. 
*) In anderen Serien war bei den Biotin-Versuchen das Trockengewicht 
der Wurzel praktisch iibereinstimmend mit jenem der Kontrollen. 
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in der iuBeren Form des Wurzelsystems sehr deutlich wahrzunehi. 1, 
Am Ende des Versuchs erreichten die Wurzeln bei den Aneurin. 
Kulturen den Boden der Reagenzgliser und es hatten sich iil. 
dies mehrere Nebenwurzeln entwickelt; bei den Kontrollen i: 
bei den Biotin-Versuchen war nur eine betriachtlich kiirzere Haujt- 
wurzel ausgebildet. 

Aneurin beférdert auch das SproBwachstum; die mit 0.3 ; 
erzielte Mehrproduktion an T'rockensubstanz betrigt hier jedocl 
nur 28°/, gegeniiber 77°/, bei der halb so groBen Dosis Biotin. 


/0 


Versuchsserie 5. 








27. 5. 1936 bis 21. 7. 1936 ,,Kaapsche Groene“; Brutschrank im Dun.- 
keln, 23°. 
Kul mg mm mm mg Frisch- | mg Trockey 
poeeneen at SproB-|Wurzel- gewicht gewicht 
(55 Tage alt) Kul- a Fe = mee F : 
turen | ‘¢nge | fange | Spro8 Wurzel| Sprob Wun 
Kontrollen ....... 88 27,0 37 92 47 5,7 45 
. Biotin 
2500 SE (=0,1 7) pro Rohr 22 39,6 39 127 48 7,2 ‘4 
Aneurin 
y pro Rohr. ... . 48 36,0 75 119 62 6,5 6 
0,4 1 a ae ae 41 36,0 72 104 61 6,3 6,1 
0,08 y_,, af. Ce ok oe A 44 35,0 65 107 61 6,3 53 
0,008 y_,, ee ae ae ee ae 48 29,0 5] 96 a7 5,9 0,0 
Biotin und Aneurin 
2 +0,2y pro Rohr. . 26 33,0 71 115 60 6,8 6 
0,04 + 0,047 _,, i eS 30 31,0 68 112 55 68 | 5) 
0,008 + 0,008 7 ,, a 39D 26,5 50 91 a9 5,8 5,0 
02 +207 4 4» -. | 21 | 41,0 70 | 1387 ~~ 62 85 6, 

















Diese Serie bringt eine Bestitigung der mit Aneurin erzielten 
Ergebnisse. Von besonderer Bedeutung sind die Versuche mit 
der Kombination Biotin und Aneurin, die deutlich die Wirkung 
der einzelnen Komponenten iibertrifft. 


C. Schlu8bemerkungen. 

Als gesichertes Ergebnis unserer Versuche ist in erster Linic 
die wachstumsférdernde Wirkung des Biotins beim SproB der von 
den Kotylen abgetrennten Erbsenembryonen hervorzuheben.  |)ie 
pro Embryo angewandte Dosis von 0,08 y Biotin auf 10 ccm 
Naihrboden — welche beim Spro8 eine Mehrproduktion an Trocken- 
substanz von maximal 63°/, hervorrief — entspricht einer Ver- 
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jiinmung von 1: 125000000. Es ist noch nicht untersucht worden, 
yl) das zugesetzte Biotin von den Keimlingen ganz oder nur zum 
{oil aufgenommen wurde; hinsichtlich der unteren Aktivitatsgrenze 
‘st zu erwihnen, daB mit 0,016 y (entsprechend einer Verdiinnung 
von 1:625000000) nur bei der 2. Versuchsserie noch eine deut- 
liche Wirkung zu sehen war. Die bei unserem Bios-Test zu 
messenden extremen Verdiinnungen werden hier also nicht er- 
reicht. Die ‘T'atsache, daB Biotin nicht nur fiir die Heferasse M,. 
sondern auch fiir den Erbsenembryo einen hochaktiven Wuchs- 
stol! darstellt, ist von groBer Bedeutung. Der iihnliche Gehalt 
anderer Samen laBt vermuten, daf Biotin auch bei den iibrigen 
hiheren Pflanzen waihrend der Keimung eine gleichartige Funktion 
zu erfiillen hat. 

Wir haben es von Anfang an nicht fiir empfehlenswert ge- 
halten, Biotin als pflanzliches Vitamin zu bezeichnen, da es ja 
von den wilden Hefen selbst hervorgebracht wird und bei der 
Pilanze ganz allgemein die Unterscheidung zwischen Hormon und 
Vitamin den Sinn verliert; die Grenze ist hier jedenfalls noch 
viel weniger scharf zu ziehen als in der Tierphysiologie. Man 
konnte vielleicht Bedenken haben, den Hormonbegriff — sei es 
auch mit der Abwandlung Phytohormon — auf einen einzelligen 
Organismus zu iibertragen. Bei Biotin ist dieses Bedenken durch 
(die vorliegende Arbeit hinfallig geworden. Wir finden bei der 
Keimung der Erbse nicht nur den oligodynamischen Charakter 
der Wirksamkeit des Biotins, sondern auch das Vorkommen bzw. 
die Bildung in bestimmten Organen (Kotylen), von denen es bei 
der Keimung zum Embryo transportiert wird. Der Biotin-Gehalt 
des Kmbryos ist anfianglich fast 5mal kleiner als jener der 
Kotylen, wihrend diese ihren Biotin-Vorrat beim Wachstum 
villig abgeben. Bei der Behebung der ,,Ausfallserscheinung“, die 
durch Entfernung der Kotylen zustande kommt, ist zu bedenken, 
dab diese nicht allein durch einen Mangel an Biotin, sondern auch 
durch das Fehlen anderer Phytohormone, sowie durch eine viel 
schlechtere Erniihrung verursacht wird. In letzterer Hinsicht 
ergibt sich die Aufgabe, den sehr wirksamen Extrakt aus Erbsen- 
Kotylen (vgl. Versuchsserie 1) naher zu analysieren, so da die 
Saccharose und die Nitrate des Nahrbodens noch durch weitere 
\ollenstoff- und Stickstoffquellen erginzt werden kénnen. 

Von den anderen Wirkstoffen, die beim Wachstum der iso- 
lierten Embryonen von Bedeutung sein konnten, haben wir vor 


tlio Ascorbinsaiure (Vitamin C) und Aneurin (Vitamin B,) gepriift. 
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Die bei unseren Versuchen festgestellte Unwirksamkeit der As 
binsiiture scheint den soeben bekannt gewordenen Ergebnisse, 
von A, Virtanen und 8. von Hausen!) zu widersprechen, nach 
welchen der Zusatz von Vitamin C das Wachstum der von (ey 
Kotyledonen befreiten Erbsenkeimlinge sehr beférdert. Die Arbcits. 
weise ist jedoch ganz anders als die von uns angewandte Ver. 
suchstechnik; wahrend wir die Aufzucht der unentwickeltey 
Kmbryonen studierten, wurden von den finnischen Autoren die 
Kotylen erst nach 7 bis 9tiigiger Keimung abgetrennt und dann iy 
sterilen Kulturen das Wachstum bis zur Bliite verfolgt. Die er. 
forderliche Dosis ist, wie bei Ascorbinsiiure nicht anders zu er- 
warten war, ziemlich groB; der einzelnen Pilanze wurden mehrials 
Mengen von 10 mg verabreicht. Es ist im iibrigen sekr einleuchtend, 
daB der Wirkstoffbedarf der Ptlanze in den verschiedenen Stadie 
der Entwicklung nicht gleichartig sein wird. 

Von Aneurin?), dem am lingsten bekannten Vitamin, ist auc 
zuerst eine W iicnomikedt bei der pflanzlichen Zelle Foutgostell 
worden. R. J. Williams*) und R. R. Roehm haben bereits in 
Jahre 1930 tiber den Wachstumseffekt berichtet, den das aunti- 
neuritische Vitamin bei bestimmten Heferassen in Verbindung 
mit anderen Bios-Faktoren ausiibt. In den letzten Jahren hat 
W. H. Schopfer*) tiber die Bedeutung von Vitamin B, fiir das 
Wachstum von Phycomyces Blakesleeanus u. a. Mucorineen be- 
richtet, desgleichen auch H. Burgeff®), Durch unsere Versuche finde 
die schon von C. Funk®) ausgesprochene Vermutung einer pflanzen- 
physiologischen Bedeutung des Vitamingehalts der Samen eine 
experimentelle Begriindung. Uber die Verteilung des Aneurins in 
Samen haben wir keine eigenen Versuche angestellt; nach Step) 
und Gyorgy’) ist bei Weizen, Hafer und Gerste der Hauptsit 


') Nature (Lond.) 137, 779 (1936); Ann. Acad. Scient. Fennicae. Serie A. 
Tom. XLVI, Nr. 3; vgl. auch L. Havas, Nature (Lond.) 136, 435 (1935 
iiber den KinfluB der Ascorbinsiiure bei der gewéhnlichen Keimung vou 
Weizen u. a. 

*) B.C. P. Jansen u. W. P. Donath, Proc. Acad. Sci. Amsterdam 2%, 
1390 (1926); vgl. zur Nomenklatur Nature, 135, 267 (1935). 

3) Biochemie. J. 24, 6 (1930). 

*) Arch. f. Mikrobiologie 6, 510 (1935) und friiher. 

5) Ber. dtsch. bot. Ges. 52, 384 (1934). 

*) Die Vitamine, ihre Bedeutung fiir die Physiologie und Pathologie. 
Miinchen 1924, 8S. 31. Vgl. auch J. Dagys, Wuchsstoffe der Mikroorganisme? 
in embryonalen Geweben und im Blutungssaft. Inaug.-Diss. Graz 1935. 

‘) Die Avitaminosen, Berlin 1927. 
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des Vitamins Embryo und Aleuronschicht. Die Lokalisation in 
der Aleuronschicht — welche ja zu der grundlegenden Entdeckung 
Kykmans}) gefihrt hat — trifft nach unseren Versuchen be- 


merkenswerterweise auch fiir Biotin zu, das bei der Politur des 
Reiskorns ebenfalls zum gréBten Teii entfernt wird. Wie die 
Versuchsserien 4 und 5 zeigen, ist bei Aneurin besonders die 
Wirkung auf das Wurzelwachstum charakteristisch. Die mit 





Biotin 


Biotin 
+ Aneurin 


Kontrolle Aneurin 


Fig. 2. 


Aneurin geziichteten Kmbryonen besaben eine viel liingere Haupt- 
\urzel, auBerdem hatten sich im Gegensatz zu den Kontrollen 
uid zu den Biotin-Pflinzchen auch Nebenwurzeln entwickelt. 
Fig. 2 liBt diesen Unterschied deutlich erkennen und zeigt vor 
allem die gesteigerte Entwicklung bei der Kombination von Biotin 
und Aneurin. Verglichen mit der unter normalen Bedingungen 
gekeimten Pflanze sind unsere Keimlinge natiirlich recht ,,kiimmer- 
ich. Man darf jedoch erwarten, daB wir durch Verbesserung der 
Nihrbéden und durch Kombination mit weiteren Wuchsstoffen dem 
Ideal der natiirlichen Entwicklung einigermaBen nahe kommen. 
Versuche iiber den Zusatz von Oestron sind bereits im Gange 
un selbstverstiindlich wird auch der Einflu8 der Auxine unter- 
Natiirlich miissen die Versuche auch auf andere Samen 


lic 


SU it 


Geneesk. Tijdsch. Nederl.-Ind. 36, 214 (1896). 
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ausgedehnt werden?). Die GréBe der zu beobachtenden Wirkun vey 
wird hierbei weitgehend davon abhingen,in welchem MaBeder Em|)ry,, 
seinen Phytohormon-Bedarf durch eigene Synthese decken kan, 

Ks ist noch eine offene Frage, ob die normale Pilanze dire} 
die ,,Diingung“ mit organischen Wirkstoffen in der Entwicklung 
gefordert wird. Die Wirksamkeit des Oestrons?) ist noch umstrittey 
und bei den anderen Wirkstofien sind Versuche gréBeren MaBstah | 
durch die Kostbarkeit der reinen Priparate sehr erschwert. Inmer. 
hin ist heute bereits mit der Méglichkeit zu rechnen, daB es iy 
der Natur nicht nur einen Kreislauf des Stickstoffs, sondern auc) 
einen Kreislauf gewisser Wirkstoffe gibt, der vom Pflanzen. 
zum ‘Tierreich und — durch den tierischen Stoffwechsel und dic 
Verwesung — wieder zuriickfiihrt zu den pflanzlichen Organisien, 
wobei die Pflanzenarten untereinander und besonders die Mikvo- 
organismen wichtige Glieder der Kette sein wiirden. Ein solcher 
Kreislauf kénnte natiirlich nur mit einem groBen Verschleif a 
Wirkstoffen erfolgen; der Verlust miiBte fortwihrend durch Nev- 
synthese in der Pflanze gedeckt werden. 


Nachtrag am 4.September 1936. 
Versuche mit Oestron. 

Inzwischen legen die Ergebnisse von zwei Versuchsseriei 
vor, in denen u. a. auch ein Priparat von Oestron gepriift wurde. 

Die beiden Versuchsserien fiihrten zu dem Ergebnis, dat 
auch Oestron ohne Zweifel das SproBwachstum isolierter Erbsen- 
embryonen beférdert. Ein Zusatz von 0,4 y Oestron bewirkte i 
beiden Versuchsserien beim Sprof etwa 22°/, Mehrproduktion au 
Trockensubstanz, wihrend mit 0,4 bzw. 0,5 y Biotin in diese1 
Serien eine Zunahme um 32 bzw. 36°/, erzielt wurde. Die wirk- 
same Konzentration stimmt demnach in beiden Fallen iiberein, 
wiihrend der Wachstumseffekt des Oestrons deutlich geringe! 
ist. Zunichst schienen bei den Oestron-Versuchen komplizierter: 
Verhialtnisse vorzuliegen, da nach Serie 6 die 5 mal héhere Oestror- 
Dosis wieder wirkungslos war; vermutlich handelt es sich hierbe 
aber um einen Versuchsfehler, da 2 y Oestron in Serie 7 zu eine! 
Mehrproduktion von 27,5°/, fiihrten. Die Kombination Bioti- 
Oestron mit je 0,2 y blieb hinter der Wirkung von 0,4 y Biot 


') Vgl. auch N. Cholodny: Uber das Keimungshormon von Grami 
neen, Planta 23, 289 (1935). 
ES eS 
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Versuchsserie 6. 


11.5. 1936 bis 29. 6.1936 ,,Kaapsche Groene“; Brutschrank, im 
Dunkeln, 23°. Das Préparat von kryst. Oestron (Follikelhormon) ver- 
danken wir der Freundlichkeit von Herrn Prof. Butenandt, Danzig. 


——- aeeaeeetetnaeisenaet 





. Zabl | mm mg Frisch- | mg Trocken- 
Kulturen der SproB-}| gewicht gewicht 
(49 Tage alt) Kul- la i Se 
turen | “@98© |SproB Wurzel | SproB | Wurzel 
Rontrolien.. ....«.+s. Ff 108 | 20,1 64 | 54 5,3 | 4,8 
Biotin | 
10000 SE (= 0,4 y) pro Rohr 41 | 30,3 87 52 7,0 4,9 
2000 SE (=0,08 y) 4, ,, 47 | 23,8 73 | 50 6,4 4,7 
400 SE (=0,016 7) ,, ,, 51 | 18,5 | 64 49 5,3 | 4,7 
Oestron | 
3 y pro Momr. ...... 46 | 20,1 64 | 49 5,0 4,9 
Mee eo eee < ceed Cea | oe 6,5 | 4,8 
a oe Se ee 49 5,0 | 4,7 


Biotin und Oestron 














02 +02 y pro Rohr ..] 43 | 24,1 | 76 | 56 6,3 | 5,0 
004 +004 y , 4 «| 387'4.21,7 | 70 | 58 5,6 | 4,8 
0,008 +0,0087 , 4 + -7 56 | 209 |] 67 | 58 5,3 | 5,0 
004 +20 7 4 °-y «+ -| 56] 224 | 73 | 56 5,8 | 5,0 


Versuchsserie 7. 
18. 7. 1936 bis 28. 8. 1936 ,,Schokkers“‘; Brutschrank, im Dunkeln, 22°, 





i Zabl | mm mg Frisch- | mg Trocken- 
Kulturen der SproB- gewicht gewicht 
(42 Tage alt) Kul- a | ; eve 
turen | ‘@98© | SproB) Wurzel | Sprof | Wurzel 
Kontrollen. ........{ 102 | 320 | so | 90 | 58° 85 
Biotin 
OS: 9 ORO BOR, . 6k tw we 45 | 50,6 | 104 | 83 7,9 8,4 
0,1 aeeeeers & fy ss | 70 85 
We 6 wee cnn cal MPO | Oh ee | a 
Aneurin 
2 y pro Rohr. ......{i{ 44 | 460 | 97 | 101 6,9 | 11,1 
es a te le eo oe ee 
Oestron | 
> 9 OOO Bee sw 8 kw 44 | 44,0 92 | 100 7,4 9,1 
OSY » » 2 « ae 49 | 47,6 | 91 | 95 7) | = 


Biotin, Aneurin und Oestron 


je 0,57 pro Rohr. ..... 45 | 60,0 | 113 98 8,9 | 10,3 














A eee 49 | 55,0 | 103 102 8,1 | 10,3 


zuriick, Die Kombination Biotin—Aneurin—Oestron mit je 0,5 
tihrte beim SproB zu 53,4°/, Mehrproduktion an Trockensubstanz, 
wihrend die Laingenzunahme sogar 87,5°/, betrug. Dieser Unter- 
schied ist auffallend, da bei den tibrigen Versuchen beide GréBen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIII. 16 
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viel besser iibereinstimmten. Man hat den Eindruck, daB dey 
..Plasmawuchs“* mit dem durch Phytohormon-Zusatz bedingtey 
Wachstumsimpuls wegen der mangelhaften Ernihrung nicht Schritt 
halten kann. 

Oestron (a-Follikelhormon) ist von A. Butenandt?) und 
H. Jacobi aus Palmkernriickstinden in krystallisierter Form 
isoliert worden. Nach diesen Autoren enthilt 1 kg Hafer etwa 
50 ME, das sind nur etwa 6 y. Ein entsprechend aufgearbeiteter 
Extrakt von 1 kg Erbsen (,,Kaapsche groene“) war nach freund- 
licher Mitteilung des Physiologisch-chemischen Laboratoriums 
der I.G. Farbenindustrie A.-G., Elberfeld, in den gepriiften Dosey 
beim Allen- Doisy-Test wirkungslos und enthielt demnach wenige; 
als 12,5 ME, eine einzelne Erbse also weniger als 0,00078 y Oestron. 
Weitere Untersuchungen iiber den Oestron-Gehalt der Samen wiiren 
in Zusammenhang mit obigen Befunden fiir die Vertiefung unserer 
Kenntnis iiber die Funktion des Follikelhormons im Pflanzenreich 
von Bedeutung. Die durch W. Schoeller?) und H. Goebel be- 
schriebenen Wirkungen des Follikelhormons haben wir nicht nach- 
geprift. Nach den Erfahrungen der vorliegenden Arbeit neigen 
wir dazu, Oestron als Phytohormon anzusprechen. In Anbetracht 
der Diskrepanz zwischen der anzuwendenden Dosis und dem 
Oestron-Gehalt der Erbse ist es allerdings noch unsicher, ob 
dieses Hormon bei der normalen Keimung von der Pflanze ver- 
wendet wird 3), 

In Zusammenhang hiermit sei noch auf den Aneurin-Gehalt 
der von uns verwendeten Erbsen hingewiesen, dessen Bestimmung 
wir ebenfalls dem Elberfelder Laboratorium verdanken. Hiernach 
war 1 Taubeneinheit in 2,7 g Erbsen enthalten; eine einzelne Erbse 
enthalt demnach einen Vorrat von etwa 0,5 y Aneurin. Der ent- 
sprechende Biotin-Gehalt betrigt 0,1 y. Es ist sehr bemerkens- 
wert, daB die von uns bei der Aufzucht des isolierten Embryos 
als wirksam befundenen Dosen hiermit in gutem Einklang stehen. 


1) Diese Z. 218, 104 (1933); dort auch dltere Literatur iiber das Vor. 
kommen von Oestron im Pflanzenreich. *) a. a. O. 

5) In einer erst am 23. 9. 1936 zu unserer Kenntnis gekommenen Mit: 
teilung von E.P.Héussler (Festschrift Emil Barell, F. Hoffmann-La Roche 
& Co. A.-G., Basel 1936, S. 336) finden sich neue Angaben iiber den Qestron- 
Gehalt von Hafer. Hiernach enthielt 1 kg Hafer je nach der Sorte 5500 
bis 16000 IE, also etwa das 100—300fache des durch A. Butenandt u. 
H. Jacobi gefundenen Wertes. E. P. Hiiussler fiihrt diesen Unterschied 
auf die Art der Extraktion zuriick, die demnach bei kiinftigen Versuchen 
sehr zu beachten ist. 
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Untersuchungen zur pathologischen Physiologie des Infarkts. 
IV. Uber die Arginase in der Nekrose. 


Von 


H. Bayerle, G. Borger und T. Mayr. 





(Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. August 1936.) 


Vor einigen Jahren haben E. Waldschmidt-Leitz, 
E.Macdonald und Mitarbeiter’) festgestellt, daB im Enzym- 
gehalt verschiedener experimenteller Tumoren einige charakte- 
ristische Unterschiede bestehen. Mit der Zunahme von nekrotischen 
Anteilen in ihnen gehe eine stete Abnahme der Enzyme einher. 
Ausgenommen davon sei aber die Arginase; deren Menge, d. h. 
die durch Maximalaktivierung ermittelte, nehme mit der Zunahme 
der nekrotischen Anteile erheblich zu. Aus dieser Erhéhung 
der Arginasewirksamkeit wurde geschlossen, daB wihrend der 
spiiteren Stadien des Zerfalls der Zellsubstanz die Tatigkeit dieses 
Enzyms besonders erforderlich sei. Waldschmidt-Leitz nimmt 
an, die Nekrosen in einem Tumor seien der Ausdruck einer 
,Alterung“ der Geschwulst und dementsprechend glaubt er seine 
Befunde mit der Alterung der Tumoren in Zusammenhang bringen 
zu kénnen. Dem ist aber nicht so: Die Nekrosen haben grund- 
sitzlich mit dem Alter der Geschwiilste nichts zu tun; sie kénnen 
bei rasch wachsenden, also ,jungen“ Geschwiilsten friihzeitig in 
ausgedehntem Mae vorhanden sein und bei lange bestehenden, 
langsam wachsenden also ,,alten“ fehlen; sie sind vielmehr entweder 
Folge von toxischen, die Gewebszellen schidigenden Einfliissen 
oder sie entstehen auf der Grundlage von Ernahrungsstérungen, 
die gerade bei manchen rasch wachsenden Geschwiilsten hiufig 
auftreten. Die Genauigkeit der Untersuchungen von Wald- 
schmidt-Leitz und Mitarbeitern leidet darunter, daB die 
verschiedenartigen Bestandteile der Tumoren (Parenchym, Stroma, 
Nekrosen) nur schitzungsweise festgelegt, die einzelnen Anteile 


') Diese Z. 219, 115 (19383). 
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aber nicht getrennt untersucht wurden. Jeder einzelne dieser 
Gewebsanteile, namentlich zellreiches Parenchym und nekrotische 
Partien, geben aber so stark verschiedene Knzymbefunde, dag 
diese nur bei getrennter Untersuchung exakt ermittelt werden 
kénnen, bei gemeinsamer Messung dagegen sich verwischen und 
gegenseitig aufheben miissen. Bei der Arginase vollends, mit 
ihren eigenartigen Aktivierungsverhiltnissen, wird es vielleicht 
wegen des moéglichen Zusammenhanges mit Umsetzungen in den 
Kernsubstanzen nétig sein, auch die Herkunft der nekrotischen 
Gewebe noch genauer zu charakterisieren, insbesondere hinsicht- 
lich des Gehaltes an Zellen und Zellkernen. Es wird also nicht 
gleichgiiltig sein, ob es sich z. B. um Nekrosen eines zellreichen 
Tumors oder um nekrotisches zellarmes Gewebe handelt. 


Einen wesentlichen Fortschritt gegeniiber den Beobachtungen 
von Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern bedeutet eine Arbeit 
von 8. Edlbacher und F. Koller’). Hier wurde versucht, beim 
Jensenschen Rattensarkom T'umorgewebe und Nekrose vollstindig 
zu trennen und einzeln zu untersuchen. Edlbacher und Koller 
finden erhéhte Arginasewirksamkeit bei allen Vorgiingen, bei denen 
Umbau von Zellkernsubstanz stattfindet, also insbesondere bei 
intensivem Wachstum, aber auch bei regressiven Prozessen wie 
z. B. Nekrose. Geradezu kennzeichnend fiir die Arginase im 
nekrotischen Gewebe sei ihre hohe Aktivierbarkeit, die durch die 
bekannten Aktivatoren bis um das 3 fache gesteigert werden kénne, 
wihrend die Arginase im nicht nekrotischen Anteil im Vergleich 
dazu eine bedeutend schlechtere Aktivierbarkeit zeige. Es_ ist 
naheliegend, wie Edlbacher dies tut, die héhere Aktivierbarkeit 
mit dem Vorhandensein einer geringeren Spontanaktivierung, durch 
einen Mangel an reduzierenden Substanzen (SH-Korper, Ascorbin- 
siure) zu erklaren und den genannten Stoffen eine Rolle als 
natiirliche Aktivatoren zuzusprechen. Uns scheint dies nicht sicher 
zu sein. Bis zu einem gewissen Grad ist allerdings eine Parallelitit 
zwischen der Abnahme der genannten Substanzen*) und einer 
Steigerung der Aktivierbarkeit nicht zu leugnen; eine Aktivierungs- 
steigerung konnten wir — wie wir unten zeigen — aber nur 
durch Fe” und Mn” erzielen, also durch Stoffe, denen man auber 
ihrer Reduktionsfihigkeit spezifische Aktivierungseigenschaften 
zuschreibt, wihrend es bei unseren Versuchen in fast keinem Fall 


*) Diese Z. 227, 99 (1934). 
*) Vel. dazu auch G. Borger u. Mitarb., Diese Z. 217, 255 (1933). 
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gelungen ist, durch Sulfhydryl itiberhaupt eine aktivierende Wir- 


kung hervorzubringen. In den spiiteren Stadien der Nekrose 
nehmen anscheinend die natiirlichen Aktivatoren (unbekannter 
Natur) immer mehr ab; ihre Menge wird schlieBlich unbedeutend. 
Eine wesentliche kiinstliche Aktivierung ist aber dann nicht mehr 
miglich, das Redox-Potential mag noch so giinstig sein. Da auBer- 
dem auch eine Reinigung des Enzyms ohne Erfolg bleibt, darf 
man als sicher annehmen, daf in spiiteren Stadien der Nekrose 
ein Unwirksamwerden der Arginase selbst eingetreten ist, wie 
dies ja im Zuge der Gesamtveriinderungen der Nekrose auch bei 
anderen Enzymen erfolgt*). 

Nun haben wir in einer friiheren Mitteilung dargelegt®), daB 
unter Nekrose nicht eine Art ,,Gewebe“ verstanden werden darf, 
sondern daB es sich dabei um einen biologischen Vorgang handelt, 
der mit dem primiaren Gewebstod beginnt und in fortschreiten- 
dem Ablauf typische Gewebsveriinderungen hervorbringt. Will 
man also iiber die Nekrose und die bei ihrem Zustandekommen 
wirksamen Krafte Aussagen machen, so ist es notwendig, zu ver- 
schiedenen Zeiten die verschiedenen Zustiinde des untergehenden 
Gewebes getrennt zu untersuchen. Nach diesen Gesichtspunkten 
haben wir im Lauf des Studiums der Vorgiinge die zur Infarkt- 
bildung fiihren, auch die Arginasewirksamkeit untersucht. 

Als Material verwendeten wir wieder den kiinstlich erzeugten animi- 
schen Totalinfarkt der Kaninchenniere. Er erméglicht eine genaue Be- 
stimmung der Zeit, die seit dem Beginn der zur Nekrose fiihrenden 
Vorginge verstrichen ist; er ist auSerdem auch frei von allen méglichen 
Zufilligkeiten, die sich bei Spontannekrosen, namentlich auch in Tumoren 
nicht vermeiden und oft auch gar nicht beobachten lassen. Wir kéunen an 
ihm also jedes Stadium des nekrotischen Vorgangs studieren und mitein- 
ander vergleichen und haben in der normalen, nicht verinderten Niere 
desselben Versuchstieres (von ihrer Belastung abgesehen) eine gute Kon- 
trolle. Durch die histologische Untersuchung des nekrotischen und des 
gesunden Gewebes (der anderen Niere) lift sich das Fortschreiten des 
Prozesses gut beurteilen. 

Dabei ergibt sich nun, daB — gemessen an den nicht 
aktivierten Versuchsansiitzen — sehr rasch nach der Unter- 
bindung der Niere, also dem Beginn der Infarzierung, die Wirk- 
samkeit der Arginase abzunehmen beginnt; schon nach 5 Stunden 
zeigt sich nur mehr 70°/, der Spaltung der Normalniere. Nach 
48 Stunden betrigt die Abnahme etwa 50°/,, nach 72 Stunden 

*) G. Borger u. T. Mayr, Diese Z. 234, 245 (1935). 


’) G. Borger, H. Bayerle, T. Mayr u. E. Peters, Diese Z. 28%, 
113 (1935). 
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etwa 25°95 nach 10—14 Tagen ist in den meisten Fallen nur 
mehr eine verschwindende Wirksamkeit erkennbar. In keine, 
Fall wird die Enzymwirkung der Normalniere erreicht. Anders 
ist es mit den durch Ferroeisen maximal aktivierten Extraktep: 
Diese zeigen in den ersten 48 Stunden eine Wirksamkeit, welche 
die der Normalnierenextrakte erheblich iibersteigt. In dieser Zeit 
ist auch der Untergang der Zellkerne am deutlichsten erkennbar, 
Etwa vom 2. Tage ab sinkt aber auch ihre Wirkung fortlaufend 
und ist nach etwa 12—14 lagen nur eben noch feststellbar. EK; 
zeigt sich also im Verlauf der Nekrotisierung eine wechselnde 
Arginasewirksamkeit, die eine gewisse Parallelitit zum Zerfall 
der Zellkerne aufweist. 

Es erhebt sich nun die Frage, ob die gesteigerte Wirk- 
samkeit der aktivierten Arginase am Anfang des nekrotischen 
Prozesses wirklich der Ausdruck einer aktiven Beteiligung des 
Enzyms an Umbauvorgiingen in der Kernsubstanz ist, oder ob 
nicht vielmehr durch die Zerstérung der Zellkerne in diesem 
Stadium normalerweise an den Kern gebundene Arginase frei 
wird, deren Wirksamkeit unter physiologischen Bedingungen nicht 
zur Beobachtung kommt. Mit der Zahl der noch in Auflésung 
begriffenen Zellkerne miBte dann auch die Wirksamkeit dieses 
freiwerdenden Enzyms aufhéren und in spateren Stadien der 
Nekrose, wenn iiberhaupt keine Zellkerne mehr vorhanden sind, 
wiirde auch diese Enzymwirkung zu Ende sein. Die Arginase 
miBte dann also wie alle iibrigen bisher untersuchten Enzyme 
im Verlauf der Nekrose immer mehr abnehmen; nur ein Teil der 
an die Zellkerne gebundenen Arginase miiBte voriibergehend 
parallel zum Umfang der Zellkernzerstérung eine erhéhte Wirk- 
samkeit zeigen und zugleich in ihren Aktivierungsverhiltnissen 
gegeniiber der sonstigen Arginase die oben beschriebenen Ver- 
finderungen aufweisen. Zur sicheren Klirung dieser Fragen sind 
noch weitere Untersuchungen ndétig. 

Von G. Klein und W. Ziese®) sind die Mangansalze als stark wirk- 
same, wasiieitin, vom Redox- Potential unabhingige Aktivatoren erkannt 
worden, deren Wirkung sich auf gereinigte und ungereinigte Arginase 
erstrecken soll; es wurde die Forderung aufgestellt, daB sie dann angewandt 
werden miiBten, wenn das Fehlen von Arginase, auch in der inaktivierten 
Form bewiesen werden soll. Mit Hilfe von MnSO, konnten so die ge- 
nannten Autoren in normaler Skelettmuskulatur Arginase nachweisen, w? 


sie in anderen Fillen der Beobachtung entgeht. Besonders stark soll das 
Enzym aus Tumornekrosen aktiviert werden. 


8) Diese Z. 235, 246 (1935); Klin. Wschr. 14, 205 (1935). 
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Wir haben nun nach dem Vorschlag der genannten Autoren 
auch MnSO, bei den verschiedenen Stadien des nekrotischen 
Materials verwandt und mit normalem Gewebe verglichen. Wir 
hofftten in den iilteren Nekrosen vielleicht auf diese Weise noch 
Arginase nachweisen zu kénnen. Die Versuchsergebnisse sind 


' aber jenen sehr Shnlich, bei denen Ferroion als Aktivator benutzt 


wurde. Die Aktivierung mit Mn ist nur in den ersten 24 Stunden 
nach beginnendem Gewebsuntergang bedeutend und erreicht fast 
den Grad der Kisenaktivierung, dann sinkt sie betrichtlich. Die 
Aktivierbarkeit nimmt sogar rascher ab, als beim Kisenversuch. Im 
14-Tageversuch konnte ebensowenig wie mit Eisen mit Hilfe des 
MnSO, eine wesentliche Aktivierung erzielt werden. Die ent- 
sprechenden Normalnierenextrakte sind mit Mn und Fe etwa 
sleich stark aktivierbar. 

Weiterhin sind — wie gleichfalls G. Klein und W. Ziese‘) 
zeigen konnten — gewisse nicht naher bekannte Begleitstofte 
fir die Arginase von Bedeutung. Die Fermentumgebung, deren 
KinfluB auf das Redox-Potential, bedingt ein oft gegensiitzliches 
Verhalten der iblichen Zusatzstoffe. Vorbehandelte Knzym- 
priparate unterscheiden sich vom Rohextrakt. Wir stellten an 
ilteren Infarktgeweben Reinigungsoperationen an, um einen evtl. 
stérenden Einflu8 von Hemmstoffen, etwaigen Abbauprodukten 
aus dem Proteinstoffwechsel, auszuschalten, indem wir nach dem 
Vorschlag der genannten Autoren ,,70°-Saft* bereiteten, und in 
diesem nach Arginase suchten. Ferner stellten wir Aceton—Ather- 
Trockenpriparate dar. Auch auf diese Weise war es aber nicht 
méglich, Arginase in alten Infarkten nachzuweisen (vgl. dazu 
Tab. HI und IV). 

Versuche, die wir mit Extrakten aus menschlichen Spontan- 
infarkten anstellten (2 Niereninfarkte und 1 Milzinfarkt), zeigten 
eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen, die wir oben 
beschrieben haben (vgl. Tab. II). 

Neben der Nekrotisierung von Geweben gibt es noch einen 
anderen Vorgang, bei dem ein ausgedehnter Abbau der Kern- 
substanz stattfindet — also ihnliche Arginasewirksamkeit zu er- 
warten war —, das ist die postmortale Autolyse, im mikro- 
skopischen Bild ganz ihnlich, aber im iibrigen in Zweck und Ziel 
verschieden. Wir unterwarfen Nierengewebe der Autolyse in vitro, 
bestimmten die Arginase in aktivierten und nicht aktivierten 
Ansiitzen und verglichen mit Normalnieren. Das Ergebnis ist 


‘) Diese Z. 213, 201 (1932); Ebenda 222, 187 (1933); 229, 209 (1934). 
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kurz folgendes: Schon nach kurzer Zeit nimmt — gemessen an 
nicht aktivierten Versuch — die Arginaseaktivitat betrichtlich ab, 
Nach 24 Stunden ist sie nur noch 25 °/, des Ausgangswertes, 
Kine Inkubation des Extraktes mit Fe” bewirkt im 5 Stunden. 
Versuch eine 3 fache Aktivitiitssteigerung. Nach 5 Tagen ist 
trotz Aktivierung Arginase nur noch in geringer Menge vorhanden, 
Im gleich alten nekrotischen Gewebe ist. die Wirksamkeit immer. 
hin noch 3/, des Ausgangswertes. MnSO, verhilt sich auch bei 
den Autolyseversuchen ihnlich wie Eisen, in manchen Filler 
iibertrifit Mn sogar das Fe in der Fiahigkeit zu aktivieren, 
Sulfhydryl erwies sich auch hier als unwirksam‘), 

Im Ganzen gesehen besteht also, was die Arginase anbelangt, 
zwischen Autolyse und Nekrose eine prinzipielle Ubereinstimmung, 
Diese ist sicher der Ausdruck fiir den bei den Vorgingen gemein- 
samen Abbau der Kernsubstanz, rascher erfolgend bei der Autv- 
lyse, verzégert bei Nekrose. 


Versucehsteil. 
(Mitbearbeitet von W. Germer.) 


Versuchsmaterial: Totalinfarkte von Kaninchennieren, kiinstlich 
erzeugt durch Unterbindung der Arierie renalis [Vgl. dazu auch Borger 
und Mitarbeiter, Diese Z. 217, 271 (1933)|. Zum Vergleich dienten die Normal. 
nieren der Versuchstiere. Die menschlichen Spontaninfarkte sind Sektions- 
material. Simtliche Gewebe wurden histologisch kontrolliert. 

Extraktbereitung: Unmittelbar nach der Tétung des Versuchstieres 
wurden die Organe entnommen, mit fliissigem Stickstoff gehiirtet und fein 
verrieben. Ein Teil Gewebe wurde mit 3 Teilen Glycerin puriss. vermischt, 
mit 1 Teil Glykokoll-NaOH-Puffer (m/6, pg 9,2) versetzt, !/, Stunde leicht 
geschiittelt, noch weitere 3 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt, dann 
scharf zentrifugiert und filtriert. Auch eine etwas abgeinderte Extraktionsart, 
z. B. Zerreiben ohne vorherige Kiihlung, lingere oder kiirzere Extraktions- 
dauer fiihrten im wesentlichen zu gleichen Ergebnissen. 

Aktivierungsmittel: n/10-FeSO,; Cystein-HCl oder SH-Glutathion, 
beide auch in Verbindung mit Fe**; n/20-MnSO,. Inkubationszeit 1 Stunde. 

Arginasebestimmung: Ureasemethode. Bestimmung des _ nach 
Ureaseeinwirkung gebildeten NH, durch Destillation und Titration. 





8) Die Unwirksamkeit des Sulfhydryls erstreckt sich im allgemeinen 
nur auf die Frischextrakte. Arbeitet man mit Glycerin-Extrakten aus 
Trockengeweben (von frisch entnommenen und autolysierten Kaninchen- 
lebern), so ist die Hemmung aufgehoben und eine Indifferenz und leichte 
Aktivierung zu beobachten. Arbeitet man gar ohne die iibliche Inkubationszeit, 
und setzt sofort Substrat und ,,Aktivator“ zu, so ist regelmaBig eine geringe 
Aktivierung, keinesfalls aber eine Hemmung beobachtbar. Ganz Ahnliches 
konnten tibrigens schon G. Klein und W. Ziese beobachten. Vgl. u. 2. 
Diese Z. 213 und zwar Seite 204 (1932). 
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Tabelle II. 
Arginase in menschlichen Spontaninfarkten. 


Ansitze wie bei Tab. I. 














Ansitze 
ie ee 
| 0 0 H 0 0/ 
| lo s lo | lo 10 
NH; | Spal- | NH, | Spal- | NH, | Spal- | NH, | Spal 
| tung tung | tung tung 


Normalniere . . 0,53 18,7 | 0,73 | 21,3 | 0,69 | 20,3 | 0,83 | 24,5 
Niereninf. frisch | 0,33 9,7 | 0,67 | 19,7 | 0,52 | 15,8 | 0,29 | 8,7 

* alt . | 0,29 | 85 | 0,58 | 17,1 | 0,55 | 16,0 | 0,22 | 6,0 
Milz...... | 0,31 |} 89 | 0,64 | 18,7 | 0,72 | 201 10,17 | 5, 
Milzinfarkt. . . 0,25 | 7,5 | 0,69 | 10,3 | 0,77 | 22,8 | 0,25 7,5 

















Die beiden Niereninfarkte stammten aus derselben Niere. An zwei ver- 
schiedenen Stellen war die Infarzierung eingetreten. Die Zonen waren gut 
erkennbar und leicht herauszuschilen. Das histologische Aussehen glich 
etwa dem eines 5 Tage alten Infarkts einer Kaninchenniere. Die Bezeich- 
nung ,,frisch“, ,,alt“ haben wir hier nur willkirlich gewihlt wegen des 
makroskopischen Aussehens. Der Milzinfarkt war gleichfalls schon weit- 
gehend nekrotisch. 


Tabelle III. 
Aktivitét der Arginase nach Erhitzen der Extrakte auf 70° 


Beniitzt wurden eine 10 Tage alte Infarkt- und die entsprechende 
Normalniere. Je 1 Teil zerkleinertes Nierengewebe wurde mit 3 Teilen 
Glycerin und 1 Teil m/6-Glykokoll-NaOH-Puffer (py, = 9,2) versetzt, 1/, Std. 
leicht geschiittelt, zentrifugiert und filtriert. Die Hilfte des Extraktes wurde 
'/, Std. auf 70° erwirmt und erneut zentrifugiert. Im iibrigen die Ansiitze 
wie bei Tab. I. 











Ansitze 
kein Zusatz Fe Mn Fe—SH 
Versuch ii . 
| 0/ 0/ | o/ 0/ 
7 ee be ‘ ek 0 , (0 
NH, | Spal-| NH, | Spal- | NH, | Spal- | NH, | Spal 
_ tung tung | tung tung 


Frischextrakt, Nor- | | 
malniere. . . .]| 1,49 | 48,8 | 2,14) 63,0] 2,01 | 59,1 — 
Erhitzter Extrakt, ! | | 
Normalniere. .] 0,56 16,3 | 0,83 24,2 | 0,85 | 24,9 | 0,59 | 17,2 
Frischextrakt, In- 
farktniere . . .[| 0,14 4,2 | 0,53 15.6] 0,53; 156], — | — 
Erhitzter Extrakt, 


7 = 
‘ 


Infarktniere . .| 0,23 6,76] 0,18 5,3 | 0,15 4,3] 0,13 | 3, 
































vi 
ee 
at 

tee 
& 

i= 

i I 

LY 
ao) 

o 
"Bo 
2 
om 

wR 

b> 
— 
a 

= 

o 
= 

) 

mM 
— 
ey 
i=) 
— 
°o 
a 
ee 

S 

ioe 

ae 

s 

N 

| 

2 

bo 

= 
= 
ao! 

o 

=} 

m2 
oe 

o 
7 

a 
_ 





oor gO | ego | 0'9 =| 020 ‘ pyay *  * . 

9% #90 3 | T8'T 060 | esolnTeUION ‘1joS sne 4xBIVXY 
ig ee 60°0 0 | OOO | °° * HyrezayT “ 
36 2380 FET | 16‘0 * QIOU[BULION 9YvA}XOYOsSIy yywrqIq-"oA4 [4H 


920 ZL‘0 coo |. °° Fyzuzuy : 
cot 92'T 0s‘o | ‘ odolayeuNION jeivndgidusyoory, ypTvjuy-asey, */,¢g 
06‘T ego |} °° °°) yyrRjuy a yervdyaduayoory, 
SIZ 3 | GOT * QL9LUPBUION JAVIVXOYOSI 


QOL U[BULLO N 
“Juy ‘1jos sne 




















600 | at | ¥0'0 ‘+ qyaeyuy x. 
OL‘ PFO | * o10TUpeUTION yervdyaduayoory, PABJUT-93BT, 1 
Oro ooo | ° °° to FyaBzuy - yervdyiduayool 7, 
29S | SoS O’'T * QIOIU[VUIION JYVAPXOOSIAT 





— | 
‘Iedg | “HN ‘HN | -Iedg ° | "HN | "HN 








4 yonsi9 A 
zyesn7, W104 

















azjRsuy 

















‘}OZSMOTYVQnyYyT] sydI[qn sip suyo [VUIsIIq ‘zZ}esUY UINZ Wd GT ‘WADI pun yronjrayuoz ‘yJaynYOSeS yYoIeyT UspuN}s Z 
§ayniso (2'6 = 4d) zayng-HOPN-T[O¥OYATH-9/t flay, T pun aadApH usypiay, g snv lg i sould UasueT{ Uspusydoidsjue aqoMos 
“Ys Wop ‘Wap ju JoAtndueyoory, seq “Jouyooujes Joyyy pun sayyy—Uoooy ‘UoJoDY JW ‘UagolIIOZ OpINM aqoMox) SBC 
‘}YAVJUT-95B], FT Ula opINA JOPUDMIOA :TOTITU[VWION pun -JYIVJUY U9}J9Ty¥OOIZOS snv _BvAJXOUIIIIATH) 

‘}zjnueq zyesUY UINz Wdd GT pUN JIYVMIGJNV UosVYysiy WI UspUNyg d5IUTd 
‘qaqnisa (3°6 = Hd) tagng-HORVN-T[0y¥O¥ATH-9/wW flay, T pun uteoddpH uopiay, § snB soyostwWey sould UssuUdTY uspuoyooids}ue 
Ul JOpIIM opm jyeivdyidusyoory, seq "aaqooner YY YU YO_elyqos pun sey}Y-uoysoy ju uuvp ‘usyosvmosyovu 
uoJodY Yu SanqyRq sip ‘yWTRes eneny q1Ul ‘yaupses ayjoddog sep jne JossvA, JIU opMA JasaICY ‘}y{BIYXOyOSIAy = (uaqo 
*[SA) “Msn 3193}]NYOsed yyoIo, opunjg %/, (g/m ‘26 = Hd) zayng-HOBVN-T[O¥OYxATN [lo], T pun uwsodAp4 uspiay, g¢ Wu aqaMex 
SOWOUIO[YIEZ [lop 1 ‘“esVy, IT pun *%/,¢ oyIBJU_ UdJopuoMIOA JOp Joy :}VIvdRaduayIOIZ-194}W-—U0}I0V 

‘UOTITUTVBWION pun -yyavjay suv uajyeavdraduayoory ur osvuisay 


ew S OE OREO E 





m glich 
Bezeich- 
S wurae 
Ansiitze 


echende 
, Teilen 


yen des 
mm weit- 








2386 Bayerle u. Mitarb., Untersuchungen zur patholog. Physiologie usw. 


Die Versuche zeigen also, dai trotz Reinigung der Extrakte (in diesem 
Falle Trocknung) in alten Infarkten wesentliche Arginasemengen nicht mehr 
vorhanden sind. Der Wert des Frischextrakts wird manchmal erreicht, 
aber nicht iiberschritten. Eine Aktivierung mit Fe-SH war manchmal 
méglich. Im iibrigen bewirkte die Aceton—Ather-Trocknung eine nicht un 
betrichtliche Schiddigung. 


Tabelle V. 
Arginase in autolysierten Nieren. 


Die Nieren eines Kaninchens wurden steril in je 2 Liingshiilften geteilt 
und im Brutschrank der aseptischen Autolyse unterworfen. Extraktbereitung 
und Ansiitze wie sonst. ) 


























Ver- _ Aste am 
suchs-]} kein Zusatz Fe Mn Fe-SH SH 
dauer | ot ~~ ‘4 a o | 9, my 0, 
in Std.| Nis | spitg. | NY | spitg.| Ns | spitg. | Nis | spitg. | NM | spity 
— - aa — —————— - : 
0 1,34 | 39,2 | 2,06 | 60,1 | 2,29 | 67,3 | 1,94 | 57,2 | — — 
5 0,94 | 27,6 | 2,57 | 75,0 | 2,02 | 59,4 | 1,20 | 35,3 | 0,22 | 6,5 
24 0,33 | 9,7 | 1,20 | 53,3 | 0,88 | 24,1 | — | — — 
120 0,14 | 4,1 | 0,28 | 8,3 | 0,26 | 7,6 | 0,45 | 18,2 | 0,45 | 13,2 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der Miinchner 
Universititsgesellschaft danken wir auch an dieser Stelle fiir die 
giitige Unterstiitzung unserer Arbeiten. 
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Studien tiber den intermediadren Stoffwechsel des Tryptophans 
XVITI—XXIV. 


Von 


Y. Kotake. 


(Aus dem Biochem. Institut d. Medizin. Fakultét d. Kaiserl. Universitat zu Osaka.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1936.) 


XV. Wher den Mechanismus der Kynurenin-bildung aus Tryptophan. 
(I. Mitteilung.) 
Von 
Y. Kotake und T. Masayama. 
(Unter Mitwirkung von Ch. Itagaki.) 


Nach unserer Auffassung verliuft die Tryptophanspaltung im 
Organismus nach verschiedenen Richtungen: Die eine fingt von 
der Seitenkette aus mit einer Desaminierung an. Bei der anderen 
wird Tryptophan vom Kern aus mit einer Pyrrolring-aufsprengung 
angegriffen. AuBerdem ist vielleicht noch ein Spaltungsmodus 
vorhanden, der vom Kern aus mit einer Benzolring-aufsprengung 
anfangt. 

Wir [Kotake und Mitarbeiter’)] haben uns schon lange mit 
dem zweiten Modus beschiftigt. Insbesondere durch die Ent- 
deckung des Kynurenins, das im Mittelpunkt dieses Modus steht, 
konnten wir seinen Mechanismus veranschaulichen. DaB dem 
Kynurenin die Struktur 7v-o-Aminophenyl-4*’-glutaminsiure zu- 
kommt, ist einerseits durch Synthese des Decarboxylkynurenins 
und den Vergleich mit Kynurenin in bezug auf seine Eigen- 
schaften, andererseits durch Spaltung des Kynurenins, wobei 
Aminoacetophenon, Kohlensiure und Ammoniak gebildet werden, 
bewiesen. Die Frage, in welcher Weise Kynurenin aus Tryptophan 
entsteht, ist jedoch noch nicht geniigend gelést. 

Ks ist bekannt, daB die Kynurensiure-bildung im Organismus 
nach unseren Studien asymmetrisch verliiuft; d.h. es geht im 


1) Diese Z. 195, 139—192 (1931). 
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Organismus ausschlieBlich 1-Tryptophan in Kynurensiure iiber. 
wihrend d-Tryptophan keine Kynurensiiure bildet, was nachher 
auch von Berg’) bestatigt wurde. Wir waren schon lange der 
Meinung, daB dies durch eine Asymmetrie der Kynurenin-bildung 
bedingt wire. Wir kamen daher zu der Ansicht, daB bei der 
Umwandlung des Tryptophans in Kynurenin vielleicht ein be- 
sonderes Enzym in Wirkung tritt. Da die Kynurenin-bildung 
nach unserer Auffassung vorwiegend in der Leber stattfindet, 
haben wir vor allem die Leber (Rattenleber) untersucht, um ein 
soleches Enzym ausfindig zu machen. Es wurden hierbei Leber- 
schnitte und deren Extrakte bereitet und untersucht. Aus den 
Ergebnissen geht hervor, dai Tryptophan hierbei zum Teil in 
solche Kérper umgewandelt wird, die sich bei der Behandlung 
nach dem Verfahren von Kotake und Kawase?) als Kynurenin- 
kérper (friher Kynurenin-substanzen genannt) verhalten: Sie 
wurden durch Quecksilbersulfat in schwefelsaurer Reaktion quan- 
titativ gefallt und waren imstande, bei der Destillation in schwach 
barytalkalischer Reaktion leicht Ammoniak abzuspalten. 

Aus weiteren Untersuchungen ergab sich, daf in der ge- 
nannten Fraktion zwei Stofie existieren. Der eine gibt in schwach 
barytalkalischer Reaktion bei Erwiirmen Aminoacetophenon, das 
durch einen jasminartigen Geruch leicht erkennbar ist. Der 
andere gibt ebenfalls Aminoacetophenon, aber erst beim Erhitzen 
in einem konzentrierten Kaliumcarbonatmedium. Jener kommt 
bei Digestion des Tryptophans mit frischen Leberschnitten oder 
deren Glycerin- oder Salzextrakt zum Vorschein, wihrend dieser 
sich nicht nur bei der Behandlung mit nativem, sondern auch 
mit gekochtem Leberextrakt nachweisen l&Bt. 

Diese Tatsache ist durch die Annahme gut zu erkliren, dab 
die genannten zwei Stoffe von Kynurenin-natur folgende Struktur 
besitzen. Den ersteren, der als Substanz noch nicht isoliert wurde, 
méchten wir vorliufig ,Prokynurenin“ nennen. [hm scheint nach 
seinen Kigenschaften die Formel | zuzukommen. 








C C 
ON i 
C C——C=CH-CH(NH,)-COOH C C——-C=CH-CH(NH,)-COOH 
| _— | | 
Cc Cc CO C C COOH 
"ee — 
C NH C NH, 
I Prokynurenin. II Kynurenin. 


') J. of biol. Chem. 104, 373 (1934). 2) Diese Z. 214, 6 (1933). 
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Wir konnten einmal durch einen umfangreichen Versuch 
| mit nativem Leberextrakt tatsichlich unser Kynurenin (IJ) isolieren. 
Es wurde Tryptophan nach Digestion mit Leberextrakt durch 


Phosphorwolframsiure gefallt. Der hierbei gréBtenteils krystalli- 
nisch ausgeschiedene Niederschlag wurde nun sehr vorsichtig mit 
Baryt zerlegt. Hierzu wurde die vielfache Menge Alkohol hinzu- 
gefiigt und nach Zusatz von Schwefelsiure bis zum niichsten Tag 
in der Kalte stehen gelassen, wobei eine kleine Menge Kynurenin 


| als Sulfat ausgeschieden wurde. Es krystallisierte in Nadeln und 
| ergab die Reaktion von Kotake und Shichiri?). Infolge Material- 
| mangels war eine Analyse unméglich. 


Inzwischen gelang es Majima?), in unserem Laboratorium 


' durch eine bakterielle Zersetzung des d,l-Tryptophans auf ein- 


fachere Weise d-Tryptophan darzustellen. Interessanterweise war 
beim Versuch mit diesem d-T'ryptophan keine Kynurenin-, wohl 


| aber eine Prokynureninbildung nachweisbar, so dab bei der 


Destillation im Barytmedium wohl Ammoniak, Kynureninkdérper- 
ammoniak abgespalten, aber keine Aminoacetophenonbildung 
nachgewiesen wurde. Es wurde also auf diese Weise festgestellt, 
daB die Kynurenin-bildung sich ausschlieBlich auf die natiirliche 
Konfiguration des T'ryptophans bezieht. 

Ks wurde nun die obengenannte Wirkung in bezug auf die 
Temperatur untersucht. Zu diesem Zweck wurde das Salzextrakt 
der Leber 30 Minuten lang gekocht und mit der filtrierten Lésung 
die Tryptophan-spaltung wie oben versucht. In diesem Versuch 


| wurden im Vergleich zu demjenigen mit dem nicht erhitzten 
| Leberextrakt etwa 30—50°/, weniger Kynurenin-kérper gefunden. 


Hierbei wurde Aminoacetophenon erst beim Erhitzen im konzen- 
trierten Kaliumecarbonat-medium nachweisbar, ein Beweis, dab in der 
Lisung nur Prokynurenin, aber kein Kynurenin vorhanden war. 

Daraus kann man ersehen, daB die Leber oder ihr Extrakt 


; beim Erhitzen die Fahigkeit verliert, aus Prokynurenin Kynurenin 


zu bilden, wahrend die Prokynurenin-bildung aus Tryptophan 
immer noch erhalten bleibt. 

Wir haben nun denselben Versuch bei verschiedener Tempe- 
ratur, bei 50°, 37,5° und 20°, sonst unter denselben Bedingungen 
vorgenommen. Die Kynureninkérper-bildung war bei 37,5° am 
stirksten und eine Aminoacetophenonentwicklung bei der Baryt- 
destillation war nur beim letzten Versuch deutlich. 


') Diese Z. 195, 158 (1931). 





?) XXI. Mitteilung. 
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Es ist anzunehmen, daB das gebildete Kynurenin nicht als 
solches verbleibt, sondern sich mit der Zeit weiter verandert. 
Die Menge von Kynurenin oder Kynurenin-kérpern, die bei der 
Tryptophan-digestion zu einem bestimmten Zeitpunkt gefunden 
wird, zeigt also keineswegs die Bildungsstiirke des Kynurenins 
oder der Kynurenin-kérper fiir eine bestimmte Zeitdauer an. Da 
aber erwartet wird, daB bei einer lebhaften Bildung der genannten 
K6rper auch in jedem Zeitpunkt quantitativ mehr gefunden wird, 
haben wir es unternommen, unsere Versuche bei verschiedenen 
Py-Werten des Mediums auszufiihren und dadurch ein wahr- 
scheinliches p,-Wirkungsoptimum zu bestimmen. 

SchlieBlich haben wir unseren Leber-Tryptophan-Versuch 
einerseits sowohl bei O,-, als auch bei N,-Medium, andererseits 
bei. verschiedener Konzentration des Tryptophans (m/25, m/50 
und m/100) ausgefiihrt. Die Kynureninkérper-bildung zeigte sich 
im QO,-Medium und bei m/25-Konzentration besonders deutlich. 

Aus dem Erwihnten ergibt sich, daB in der Rattenleber 
(auch in der Kaninchenleber u. a.) Tryptophan katalytisch héchst- 
wahbrscheinlich durch ein besonderes Knzym in Kynurenin ver- 
wandelt wird. Die Wirkung dieses angenommenen Enzyms besteht 
also darin, daB Kynureninlaktam (Prokynurenin) unter Wasser- 
elntritt in Kynurenin iibergefiihrt wird. 

Solch ein Katalysator ist nach den Untersuchungen von 
Otani bei verschiedenen Bakterien vorhanden. Vielleicht geht 
die Anthranilsiurebildung?) aus Tryptophan durch Bakterien stets 
iiber Kynurenin vor sich, was durch unser angenommenes Enzym 
erklart wiirde. 

Der Ubergang des Tryptophans in Kynurenin im Organismus 
wurde bisher®) nach der Analogie, die teils von Ward, teils von 
Beznak gefunden wurde, ohne weiteres auf folgende Weise erklirt 








C C 

o™. | Y fai 
‘ C——C-CH,-CH(NH,)-COOH © C——C-CH,-CH(NH,)-COOH 

—> 

C C C C C COH 

ee ie 

C NH C NH 

III Tryptophan. IV Pr-a-Oxytryptophan. 


'!) Die Anthranilsiurebildung aus Tryptophan durch Bakterien wurde 
auBer bei B. subtilis (Sasaki) (J. of Biochem. 2, 251 (1923)] an B. pyocya 
neus und B. fluorescens (Otani) [noch nicht publiziert], mit Sicherheit be- 


wiesen. 
*) Diese Z. 195, 158 (1931). 
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als 
Va 
rt. ¢ C——CH-CH,-CH(NH,)-COOH 
ler | | ——> Kynurenin (Formelbild I). 
“ © © COOH ; 
a 
Ns C NH, 
a ff V_ y-O-Aminophenyl-glutaminsiure. 
el . 
-d Da jedoch diesmal festgestellt wurde, daB Tryptophan vor 
ms der Pyrrolringaufsprengung in einen Kynureninkérper, welchem 
" nach seinen Kigenschaften die Struktur (1) zukommen mub, um- 
cewandelt wird, halten wir es jetzt fiir wahrscheinlich, daB 

‘ Pr-g-Oxytryptophan (IV) vor der Umwandlung in Aminophenyl- 
"" clutaminsaiure V eine Doppelbindung in seiner Seitenkette bekommt. 
0) Man kénnte also die Kynurensiurebildung aus Tryptophan wie 
. folgt zwanglos schematisieren: 
h & Tryptophan (III) -~—> Pr-a-Oxytryptophan (IV) 
“i > Prokynurenin (I) > Kynurenin (If) 
t- 
I- : 
tke Versuchsteil. 
r- I. Methoden. Extrakt oder diinne Rasiermesserschnitte von Ratten- 

| leber wurden einige Stunden in einer physiologischen Salzlésung, die 
Tryptophan enthielt, in Gegenwart von Sauerstoff bei 37,5° im Apparat 
' geschiittelt. Nach Ablauf der Versuchszeit wurde die Versuchsfliissigkeit 
ht MF auf die Kynureninkoérper hin analysiert. 
is & a) Versuchslésung. Phosphatgepufferte Salzlésung nach Krebs’). 
nl b) Gewebe. Als Versuchsgewebe diente Rattenleber, und zwar ge- 

' wohnlich ihr Extrakt, der nach dem Verreiben 1 g frischen Gewebes mit 
is [| Quarzsand durch die Salzlésung ausgezogen wurde, und bisweilen diinne 
. Schnitte von etwa 1 g frischer Leber. 
{ ce) VersuchsgefiB. Nach Krebs (Fig. 1, in dieser Z. 217, 195). 


d) Bestimmung der Kynureninkoérper. Sie wurden nach der 

von uns modifizierten Methode von Kotake und Kawase bestimmt, die 

1 eigentlich fiir die Kynureninkérper-bestimmung im Harn ausgearbeitet 

' war. Dabei erfolgte die EnteiweiBung mittels Trichloressigsiiure. Die 

urspriingliche Methode ist in Gegenwart von Tryptophan unbrauchbar. 

was beim Harn nicht der Fall ist, da bei Destillation der Kynurenin- 

kérper im Barytwasser-medium eine betrichtliche Menge Ammoniak schon 

aus Tryptophan infolge der katalytischen Wirkung des Hg-Salzes entsteht. 

Wir haben daher vor der Destillation durch H,S das Hg und dann durch N, 
den H,S entfernt. 


Zur Titration benutzten wir n/50- oder n/100-H,SO, bzw. NaOH. 
) Diese Z. 217, 193 (1933). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIII. 





242, Y. Kotake und T. Masayama, 


Brauchbarkeit der abgeiinderten Methoden der Kynureninkérper-bestimmung, 





Keeton | Gefundene ~ Wieder- : 





Zugesetztes 


: Kynurenin- | gefundenes 0 
Kynurenin | Tryptophan kérper Kynurenin ‘ 
mg mg mg mg 
1 20 | 2000 | 2,22 1,71 85,5 
0 200,0 0,51 
2 2.0 200,0 2.13 1,66 83,0 
0 200,0 47 

















Wie ersichtlich, entstand bei Verwendung von Tryptophan allein 
noch etwas Ammoniak, deswegen fiihrten wir bei der Kynureninkérper. 
bestimmung stets 2 Kontrollversuche durch, nimlich einen ohne Zusatz 
von Leber und einen anderen ohne Zusatz von Tryptophan, und _ sub. 
trahierten von der beim Hauptversuch gefundenen Menge diejenige aus 
den Kontrollversuchen. 

e) Zum Nachweis des gebildeten Kynurenins haben wir den jasmin- 
artigen Geruch von o-Aminoacetophenon angewandt, das bei Destillation 
der Kynurenin-fraktion im Barytwasser-medium (Endkonzentration im 
Destillationskolben: weniger als 1,7°/,) zum Vorschein kommt. 

Prokynurenin ist auch durch den oben erwihnten Aminoacetophenon- 
geruch nachweisbar, wenn man die Destillation im Kaliumcarbonat-medium 
(Endkonzentration im Destillationskolben: 10°/,) durchfiihrt. 

f) Digestionszeit. Gewoéhnlich wurden 3,5 Stunden gebraucht. 


II. Ergebnisse. 


Tabelle 1. 


Bildung der Kynurenin-kérper in Rattenleber. 


m/25-l-Tryptophan in Phosphat-Salzlésung. 37,5°, py 6,8, 
Versuchszeit 3,5 Stunden, Gasraum Q,. 














Gefundene | Gebildete 
Kynurenin- | Kynurenin- 
korper korper 
mg mg 
1 habeeniialtites mit ‘veal: Zusatz . 2,30 1,40 
Leberschnitte ohne Zusatz ..... . 0,20 
a ea ee ae 0,70 
2 Glycerinextrakt mit Tryptophan-Zusatz 1,98 1,28 
Glycerinextrakt ohne Zusatz . . . . . 0,28 
PN iia ck: yah ote. 0,42 
3 Salzlésungsextrakt m. Tryptophan-Zusatz 2,70 1,70 
Salzlésungsextrakt ohne Zusatz. .. . 0,28 
MS? 6 Ge A 0,72 


(Die Zahlen sind miteinander nicht vergleichbar, da die Versuchs 
ratten jedesmal verschieden sind.) 
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Tabelle 2. 


Verhalten von den optischen Antipoden. 
Pu 6,8, 37,5°, Gasraum O,, Versuchszeit 3,5 Stunden. 








eaten Gebildete Kynurenin-k6érper 
des a... Differenz 
en d-Tryptophan | 1-Tryptophan of, 
m/25 1,45 1,88 23,1 
m/50 0,68 | 1,18 42,3 








Tabelle 3. 


Einwirkung von Hitze auf den Leberextrakt. 
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Ein Teil des Leberextrakts wurde bei 100° 30 Minuten lang gehalten 


ynd der andere Teil als Kontrollversuch frisch angewandt. 


Tryptophan-konzentration m/25, 37,5°, py 6,8, Gasraum O,, 
Versuchszeit 3,5 Stunden. 

















Gekochte A ns hm 
Rohextrakt | 70 wae 
_Extrakt — of 
! ' Gebildete =n nurenin- 1,87 1,13 39,8 
2 kérper (mg) 1,75 0,88 49,8 


Tabelle 4. 


EinfluB der Versuchs-temperatur. 


m/25-Tryptophan, py 6,8, Gasraum O,, Versuchszeit 3,5 Stunden. 





Temperatur Gebildete Kynureninkérper 
0 mg 
50 1,22 
31,5 1,87 
20 1,38 





Tabelle 5. 
EinfluB der Wasserstoffionen-konzentration. 
m/25- bs. aso 37,5°, Gasraum O,, Versuchszeit 3,5 Stunden. 





4 Pu | 5,5 55 | 65 6,5 | 7,0 
! |\ Gebildete Kynurenin- Leberschnitte — | 1,82 | 1,62 
2 kérper (mg) Salzlésungsextrakt | 1.47 | 2,73 | — 























Tabelle 6. 


Einflu8 der jee von Leberextrakt. 


1,4 


0,90 
1,33 


m/25-Tryptophan, 37,5°, py 6,6, Gasraum Ory _ Versuchszeit 3,5 Stunden. 





Menge von alveneutielih (als frische Listen: ) 
Gebildete Kynurenin-kérper (mg) . 








1,0 2 
1,5 1 
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Tabelle 7. 


Versuch der Kynureninkérper-bildung in Gegenwart 
von Sauerstoff und Stickstoff. 








m/25-Tryptophan, py 6,6, 37,5°, Gasraum O,, N,, Versuchszeit 3,5 Stdn. 


| om 2 
1 Gebildete Kynurenin- Rohextrakt 2,65 2.44 
j kérper (mg) Gekochter Extrakt 0,98 0,84 


me 








(Bei diesem Versuch gab Tryptophan allein in Gegenwart von 0, 


0,61 mg Kynurenin-kérper, und in N,-Atmosphiire 0,38 mg.) 
Tabelle 8. 


Einflu8 der Tryptophan-konzentration auf die Kynurenin. 
kérper-bildung. 
Py 6,6, 37,5°, Gasraum O,, Versuchszeit 3,5 Stunden. 





m/50 m/100 
1,166 0,74 





Tryptophan-konzentration. .... . m/25 
Gebildete Kynurenin-kérper (mg) 1,744 


XIX. Wher die rechtsdrehende Indolmilchsdure. 
Von 
K. Ichihara und H. Nakata. 
Mit 1 Figur im Text. 


Da8 die linksdrehende Indolmilchsiiure beziiglich ihrer Kon- 
figuration biologisch dem unnatiirlichen d-Typus [also der d(—)- 
Form] angehirt, ist von vornherein wahrscheinlich, wenn man die 
Tatsache, daB sie durch Kinwirkung von Oidium lactis auf Trypto- 
phan entsteht, in Betracht zieht, denn Alkoholsaiuren, die aus 
Aminosiuren mittels der genannten Mikroorganismen gebildet 
werden, besitzen im allgemeinen, mit der einzigen Ausnahme von 
Alanin, die unnatiirliche Konfiguration. 

Dementsprechend ist die Linksindolmilchsiure, wie schon 
friiher mitgeteilt, nicht imstande, bei der Ernihrung der Ratten 
Tryptophan zu ersetzen, was mit den Ergebnissen von Jackson 
in Kinklang steht. Friiher fand einer von uns (Ichihara) ge- 
meinschaftlich mit Iwakura?), daB d,l-Indolmilchsiure im Gegen- 
satz zur Linksform Tryptophan ersetzen kann, was dafiir spricht, 
daB hierbei die rechtsdrehende Hilfte die Ernihrungswirkung 
trigt. Um dies weiter zu bekriftigen, zerlegten wir die Indol- 


!) Diese Z. 195, 202 (1931). 





Stuc 


mil 
ents 
vers 


Ver 
top! 
fehl 


ruht 
zum 
Kn 
man 
saul 
daB 
und 
natii 


Chin 
7,0 g 
gels 
schie 
Zeit 

sie V 
Das ] 
hand 
Dreh 


wurd 
appa 
kleine 
niichs 
gefiir 
97°, 


sie ZI 


fische 
Subst 


unrell 











































Studien iiber den intermediiren Stoffwechsel des Tryptophans. XIX. 945 


milchsiure in ihre beiden Komponenten und fiihrten mit der so 
entstandenen Rechtssiure [angenommenen |(-+-)-Form] Ernihrungs- 
versuche mit Erfolg aus. 

Wir méchten noch bei dieser Gelegenheit erwihnen, daB alle 
Versuche, die Rechtsindolmilchsiure auf direktem Wege aus 1-Tryp- 
tophan herzustellen, infolge der leichten Zerlegung des Molekiils 
fehlschlugen. 

Die Tryptophan ersetzende Wirkung der Indolmilchsiure be- 
O, fF ruht natiirlich darauf, daB die letztere schlieBlich im Organismus 
' gum Tryptophan synthetisiert wird. Da diese Synthese nach 
Knoop tiber die entsprechende Ketosiure erfolgen miiBte, kénnte 
man annehmen, dab sich lediglich die rechtsdrehende Indolmilch- 
siure in die Ketosiure verwandelt. Es lift sich sogar vermuten, 
daB im allgemeinen die gegenseitige Umwandlung der Alkohol- 
und Ketosiuren bei solchen Alkoholsiiuren, welche bereits die 
natiirliche 1-Konfiguration besitzen, besonders leicht vor sich geht. 


Cn 


Versuchsteil. 


Spaltung der d,l-Indolmilchsaure in ihre Komponenten mittels 

Chinin. In einem Erlenmeyerschen Kolben von 100 cem Inhalt wurden 

7,0 g d,l-Indolmilchsiure und 10,3 g Chinin in 50 cem Methylalkohol auf- 

gelést und in der Kite freiwillig verdunsten gelassen. Nach 10—15 Tagen 
schieden sich rosettenférmig gruppierte Krystalle aus, die im Laufe der 

Zeit langsam wuchsen. Als die Krystalle nicht mehr zunahmen, wurden 

sie von der Mutterlauge dekantiert und mit kaltem Methanol ausgewaschen. 

\- Das Dekantat wurde mit dem Waschalkohol vereinigt, wieder wie oben be- 
a handelt und einer zweiten Auskrystallisation unterworfen. Die spezifische 
Drehung der ersten und zweiten Fraktion betrug [co], = — 105,41—104,26. 


‘ Da beide Fraktionen, wie angegeben, fast dieselbe Drehung zeigten, 
, wurden sie vereinigt, in verdiinnter Salzsiiure gelést und im Extraktions- 
S [ apparat mit Ather erschépfend extrahiert. Der Ather wurde bis zu einer 
{ #% kieinen Menge verdunsten gelassen und etwas Petrolither hinzugefiigt. Am 


nichsten Morgen hatten sich derbe, farblose Krystalle nebst feineren, etwas 
gefiirbten ausgeschieden. Die ersteren schmolzen bei 100°, die letzteren bei 
37°. Da beide Krystalle aus derselben Substanz zu bestehen schienen, wurden 
1 sie zusammen in Wasser gelést und ihre spezifische Drehung bestimmt. 

, Substanz 0,2267 g, Lésung 21,1235 g, 1,06°/,, Rohr 2 dm. 

a + 0,11, [«], + 5,18. 

Nach der Angabe von Ehrlich und Jacobson!) betrigt die spezi- 
fische Drehung einer reinen Linksindolmilchsiure [a]p) = — 5,34. Unsere 
Substanz wurde also als die reine Rechtsindolmilchsiure erkannt. 


y - Bei mehrmaligen Versuchen haben wir bisweilen mehr oder weniger 
unreines Chininsalz — durch Beimengung von Salz der urspriinglichen 


) Ber. chem. Ges, 44, 888 (1911). 
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d,l-Substanz — gewonnen. Da sich aber hierbei die frei gemachte d,1-Siure 
im Vergleich zur d-Sdure als in Ather schwerer léslich erwies, konnten Wir 
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x a . gi mit 
dabei als Stickstoffquelle Caseinhydrolysat benutzt, zu welchem bei einer ' 
Reihe von Versuchen 0,1°/, d-Indolmilchsiure, bei einer anderen dieselbe ber 
Menge d,1-Indolmilchsiure hinzugefiigt wurde; und zwar wurde die letztere 
durch Racemisierung von Linksindolmilchsiure hergestellt, die mittels Oidium 
aus Tryptophan gewonnen war. phe 
teri 
SchluBfolgerung. Dat 
1, Es wurde ein Verfahren beschrieben, durch welches es 
méglich wurde, die d,l-Indolmilchsiiure in die d- und 1-Form zu die 
zerlegen. wid 


2. Die 1(+)-Milchsiure vermag bei der Ernihrung der Ratten 
in ungefihr doppelter Stiirke im Vergleich zur d,l-Form das 
Tryptophan zu ersetzen. 
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ure 
wir & XX. Uber die Indolbildung aus Tryptophanabkémmlingen 
mittels Colibakterien. 
Von 
S. Majima. 


Mit 5 Figuren im Text. 


Die Indolbildung aus Tryptophan mittels Colibakterien ist 
schon seit langem bekannt. Nach den neulich von Woods’) aus- 
gefiihrten Untersuchungen geht 1-Tryptophan hierbei im groSen 
und ganzen quantitativ in Indol iiber. Friiher hat Saito’) in 
unserem Laboratorium ebenfalls die Indolbildung aus Indolmilch- 
siure durch Coli studiert, wobei gefunden wurde, daB sie aus der 
racemischen Form positiv, aus der linksdrehenden F'orm jedoch 
negativ ausfiel. Da es Ichihara’) gelang, racemische Indolmilch- 
siure in ihre optischen Formeln zu spalten, haben wir es unter- 
nommen, mit beiden aktiven Alkoholsiuren den Versuch zu 
wiederholen, um die konfiguratorische Beziehung klarzustellen. Bei 
den Versuchen von Saito war das gebildete Indol nur qualitativ 
untersucht worden. Diesmal wiinschten wir deshalb den Vorgang 

sch quantitativ, insbesondere beziiglich der Zeit, zu verfolgen, weil wir 
hierdurch der Frage der intermediiren Verhiiltnisse bei der Indol- 
bildung aus Tryptophan niher treten wollten. Indol wurde nach 
Woods bestimmt; wir konnten hierdurch im Versuch mit Indol 


sre [E ungefahr 95°/, wiederfinden. Als Bakterien wurde auch nach 

Woods eine Ruheform von einem Stamm Coli verwendet, die nach 
ol @ seiner Vorschrift aus einem Agarschlag von Coli durch Auswaschen 
z | mit Ringerscher Liésung und Aufbewahren in der Eiskammer 
be Me bereitet war. ; 


re Versuchsteil. 


I. 1-Tryptophanversuch. 20 mg Tryptophan wurden in 100 cem Phos- 
phatlésung (pq: 7,2) gelést und durch Seitz-Filter filtriert, mit 20 cem Bak- 
teriensuspension versetzt und unter Durchliiftung bei 37° stehengelassen. 
Dann wurde das gebildete Indol nach einem bestimmten Zeitintervall ermittelt. 


a Die Resultate sind in Fig. 1 zusammengestellt, und zwar zeigt 
Al ' ae m ins te 

die unterbrochene Linie einen Kontrollversuch, der mit Indol selbst 
" nach dem Bakterienzusatz in der obenerwihnten Liésung ebenfalls 
se ') Biochemie. J. 29, 640, 649 (1935). 


2) Mitt. d. Med. Ges. Osaka, 30, 1729 (1931). 
5) XTX. Mitt. Vgl. voranstehende Mitteilung, S. 244. 
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unter Durchliftung ausgefiihrt wurde. In drei Tryptophanversuchen 
(I, I’, u. T;) erreichte die Indolbildung im Maximum eine Hohe 
von 82—88°/, der berechneten Menge. Wenn man jedoch hierbe: 
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einem gewissen Verlust von Indol wihrend der Operation Rechnung 
tragen will, so findet man, daB die Indoibildung aus Tryptophan 
ungefihr quantitativ verliuft. 
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II. Versuch mit linksdrehender Indolmilchsdure. Fr fiel, wie aus 
‘Kurve a in Fig. 2 ersichtlich, negativ aus. Als Kontrolle wurde 


‘gleichzeitig ein Versuch mit Tryptophan T’, ausgefiihrt. Hieraus 
‘geht hervor, daB linksdrehende Indolmilchsiure mittels Coli kein 
Indol zu bilden vermag. AuBerdem haben wir denselben Versuch 


unter Zusatz von Ammoniumsulfat angesetzt. Das Resultat war 
ebenfalls negativ. (Hierbei gefundenes Indol (3—4°/,) diirfte 
wohl aus den Bakterienleibern gebildet sein.) 


III. d,l-Indolmilchsaureversuch. 40 mg d,l-Indolmilchsiure wurden 
in einer kleinen Menge Natriumcarbonatlésung gelést und durch Zusatz von 


' Phosphatpufferlésung auf 100 cem aufgef iillt, mit 20 cem Bakteriensuspension 
' versetzt und wie oben der Indolbestimmung unterworfen. 


Da wir im vorigen Versuch linksdrehende Indolmilchsiure 


‘unfihig fanden, Indol zu bilden, geht aus Fig. 3 hervor, da die 
'Indolbildung aus dem Rechtsteil der d,l-Indolmilchsiure Kurve a 
‘in 56 Stunden beinahe quantitativ vor sich geht. Man bemerkt 
‘im Kontrollversuch, daB die Indolbildung bei Tryptophan anders 
fals bei Indolmilchsiure schon nach 24—30 Stunden eine maxi- 
‘male Hohe erreicht. 


IV. Versuch mit rechtsdrehender Indolmilchsaéure. 20 mg rechts- 


drehender Indolmilchsiure wurden in einer kleinen Menge Natrium- 
carbonatlisung gelést und mit der Phosphatpufferlisung auf 100 ccm 
Faufgefiillt, und wie oben erwiihnt, die Indolbildung mittels Coli 
-untersucht, Aus den Kurven der Fig. 4 geht hervor, daB die 
| Indolbildung aus der Rechts-oxysiure im Maximum 70°/, der 
‘Theorie betrug und zwar wurde dies erst nach etwa 56 Stunden 
erreicht, ebenso wie es bei d,l-Indolmilchsiure der Fall war (die 
Fetwas geringere Indolbildung der Rechts-indolmilchsiiure im Ver- 
‘gleich zum Tryptophan wire vielleicht durch etwaige Zersetzung 
‘der ersteren in der Nihrlésung erklirbar). 


V. Indolbrenztraubensdureversuch. 20mg Indolbrenztraubensiure 
wurden wie oben in Natriumcarbonat gelést, Phosphatpufferlésung 


hinzugefiigt und auf die Indolbildung hin untersucht, indem als 
| Kontrolle ein Versuch mit Tryptophan ausgefiihrt wurde. Unter 
‘den Kurven der Fig. 5 zeigt a die Indolbildung in dem Versuch, 
in welchem Indolbrenztraubensiiure allein gebraucht wurde, b da- 
gegen die Indolbildung aus Indolbrenztraubensiure +- Ammonsulfat. 


Aus den Kurven geht hervor, daB die Indolbildung mittels Coli 
aus Indolbrenztraubensaéure, auch beim Zusatz von Ammonsulfat, 


geringfiigig ist. Dies kime vielleicht dadurch zustande, daf Indol- 


brenztraubensiiure vor ihrer Zersetzung zu Indol einer anderen 


a 
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Spaltung anheimfallt. Wir glauben also aus den obenerwahnten Er. F jah 
gebnissen ohne besonderen Zwang folgendeSchliisse ziehen zu diirfen, F oj, 
1. Die Indolbildung aus |-Tryptophan mittels eines bestimmten F  jyr 
Stammes von Colibakterien geht, wie schon Woods hervorhobf fir 
quantitativ vor sich. fort 
2. Die Indolbildung aus Indolmilchsiiure geht ebenfalls bei 
der rechtsdrehenden Form beinahe quantitativ vonstatten. De 
Vorgang findet jedoch wahrscheinlich hierbei nicht direkt, 
sondern nach vorheriger Synthese zu l-Tryptophan statt, was nach — “" 








Knoop iber Indolbrenztraubensiiure erfolgen soll. Linksdrehende a 
Indolmilchsiure geht hierbei fast gar nicht in Indol iiber. stab 
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Unter den Indolmilchsiuren besitzt die rechtsdrehende walr- fF * * 
scheinlich den natiirlichen 1-Typus, wie schon lange aus anderen 
Griinden, insbesondere den Ernihrunsergebnissen, von uns?) au-§ 


genommen wurde. Man kénnte sie also vielleicht als 1(+)-Indol- vei 


milchsiiure bezeichnen. F Zip: 
yon 
Die 
XXI. Ein biologisches Verfahren der d-Tryptophandarstellung. 7 
Von ae 
S. Majima. vet 
; , eine 
Mit 2 Figuren im Text. 
such 
Jed 


Nach Woods?) wird d,l-Tryptophan durch Coli véllig asym-F Ent 
metrisch angegriffen, so daB die Indolbildung hierbei im Vergleic! 
zum 1-Tryptophan nur halb so stark vonstatten geht. Zunichsf 7jp; 


von 
1) Diese Z. 195, 204 (1931). liiftu 
*) Biochemic. J. 29, 640, 649 (1935). dure 
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habe ich das Ergebnis von Woods nach einer Vorschrift mit 
einer Ruheform von Coli bestiitigt. Da ich aber dieses Verfahren 
gur Darstellung des Tryptophans verwenden wollte, habe ich es 
fiir bequemer gehalten, es so auszubauen, daS eine Entwicklungs- 
form von Coli benutzt wird. 


Experimentelles. 


1. Versuch mit einer Ruheform von Coli. 20 mg d,l-Tryptophan (A) 
wurden in 100 ccm Phosphatpufferlésung (py 7,2) aufgeldst. Die Lésung 
wurde, nach Filtration durch Seitz-Filter keimfrei, mit 20 cem Colisuspension 
(0,025 g getrockneter Bakterien in 1 cem Fliissigkeit) versetzt und bei 37° 
stehengelassen, wobei sie mit einer bestimmten Geschwindigkeit durchliiftet 
wurde. Die hierbei gebildete Indolmenge wurde von Zeit zu Zeit nach 
Woods bestimmt, und zwar mit den folgenden Resultaten (T = Kontrolle 
mit 1-Tryptophan): 





a are a 








4 3 





2. Versuch mit einer Entwicklungsform von Coli. 40 mg |-Trypto- 
phan (T,) und 40 mg d,l-Tryptophan (T,) wurden jedes fiir sich in 100 cem 
Zipfelscher Nihrlésung aufgelést, nach Filtration mit einem Agar-Schlage 
von Coli geimpft und bei 37° ebenfalls unter Durchliiftung stehengelassen. 
Die Indolbildung verlief wie Fig. 2 zeigt. 

Aus diesen Tatsachen geht hervor, dab die aus d,l-T'ryptophan 
gebildete Indolmenge stets etwa die Halfte der aus 1-Tryptophan 
betrigt. Der Grund, warum die Indolbildung bei Verwendung 
einer Entwicklungsform schlechter war, wire hauptsichlich darin zu 
suchen, daB die Zipfelsche Lésung hierbei schwach sauer reagiert. 
Jedenfalls wurde durch diesen Versuch sichergestellt, daB auch die 
Entwicklungsform von Coli d,l-Tryptophan asymmetrisch angreift. 

Darstellung des d-Tryptophans. 3¢d,!-Tryptophan wurden in 6 Liter 
Zipfelscher Liésung aufgeliést (py 7,2), nach Filtration mit 12 Agarschligen 
von 24 Stunden kultiviertem Coli geimpft und bei 37° unter stetiger Durch- 
liiftung aufbewahrt. Nach 48 Stunden wurde die Nahrlésung unmittelbar 
durch das Filter filtriert. Das Filtrat wurde nun durch Ausschiitteln mit 





2 56 60 64 68 TeStén. 
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Ather soweit als méglich vom gebildeten Indol befreit und im Vakuum bis 


zur halben Menge destilliert. Die Fliissigkeit, die noch eine kleine Meng» 
Indol enthielt, wurde dann mit Schwefelsiure bis zum Gehalt von 5°/, und 
10°/, iger Quecksilbersulfatlésung in 5 Vol.-°/, iger Schwefelsiure so lange 
versetzt, bis kein gelber Niederschlag mehr entstand, Am niichsten Tage 
wurde der Niederschlag gesammelt, mit 5°/, iger Schwefelsiiure wiederholt 
ausgewaschen, in Wasser suspendiert, durch H,S zersetzt und die von 
Sulfid abfiltrierte Lésung vorsichtig von H,S und H,SO, befreit und in 
Vakuum konzentriert. Hierbei schied sich krystallinisches d- ‘Tryptophan 
aus. Es war schon an sich beinahe rein, enthielt nur eine kleine Menge 
Salz beigemengt. Ausbeute 1,45 g. Aus 60°/,igem Alkohol umkrystallisiert 
wurde schlieBlich 1,0 g d-Tryptophan in schénen sechsseitigen Tafely 
erhalten. 
0,1012 g in 19,9200 g Wasser (0,505 °/,); 2 dm-Rohr. 
« = + 0,33°, also [aly = + 82,64°. 


Die Substanz firbte sich bei 225° und schmolz bei 245—256° (unter 
Zers.). Sie gab Bromreaktion und Kotakesche Probe, Ehrlichsche und 
Hopkinssche Reaktion fielen auch positiy aus. Sie schmeckt stark siif 
Ihre Léslichkeit ist héher als die von 1|-Tryptophan. 

Die chemische Spaltung des d,l-Tryptophans in seine 
optischen Antipoden gelang Du Vigneaud, Sealock und Van 
Etten’), sowie Berg?) mit Hilfe von Acetyltryptophan. Aber 
nur mit sehr schlechter Ausbeute (etwa 1/, d. Th. an d-Trypto- 
phan). Vor 7 Jahren ist es Kotake und Ichihara gelungen, 


durch Einwirkung von Oidium lactis auf d,l-Tryptophan unter & 


Luftverdiinnung d-Tryptophan zu isolieren. Das Priparat enthielt 
jedoch noch reichlich die urspriingliche d,l-Form und seine spezi- 
fische Drehung war im Vergleich zum |-T'ryptophan viel niedriger. 

Gemeinschaftlich mit Prof. Ichihara habe ich versucht, ob 
es gelingt, mittels Colibakterien auch Pr-Methyltryptophan in 
seine Antipoden zu spalten. 


Das Methyltryptophan wurde nach Ellinger und Matsuoka’) unter 
Benutzung von Methyl-indolaldehyd und Hippursiiure als Ausgang: 
materialien hergestellt. 

1,0 ¢ Methyltryptophan, in Zipfelscher Lésung aufgelést (px 7,2), 
wurde mit Colibakterien, deren Indolbildungsfihizkeit aus 1-Tryptophan im 
besonderen Versuch bestitigt war, geimpft und 48 Stunden lang bei 37' 
unter Durchliiftung kultiviert. Die Fliissigkeit, die nach Ab'auf dieser Zeit 
deutlich eine Methylindolreaktion ergab, wurde auf die oben geschilderte 
Weise behandelt. Es wurde schlieBlich d-Pr 2-Methyltryptophan in einheit- 
lichen Prismen isoliert. Seine Ausbeute betrug nach der Umkrystallisation 
aus 60°/,igem Alkohol 0,36 g. 


1) J. of Biol. Chem. 98, 565 (1932). 
?) Ebenda 100, 79 (1933). 3) Diese Z. 91, 45 (1914). 





Stud 


leich 
wart 


best: 
beke 
Umy 
sche 
Ratt 
wie 

d,1-'T 
phar 
nom: 
nach 
schic 
Tryp 
diese 
gef iil 
bei ! 
milc} 
unte} 


hydr 





































Studien tiber den intermediiren Stoffwechsel des Tryptophans. XXII. 2538 


m bis § Schmelzpunkt: Die Substanz sinterte bei 215° und schmolz bei 231°. 

lenge Spezifische Drehung: 0,093 g Substanz in 20,040 g Wasser (0,464°/,) 

, Und fF gelést, 2 dm-Rohr. 

lange Beobachtete Drehung: + 0,165°, also [a]p = + 18,78° 

Tage & Farbenreaktionen: Die Substanz gab weder Brom-, noch Kotakesche 

tholt f Probe, noch Hopkinssche Reaktion; Ninhydrin- und Fichtenspanreaktion 
vou F waren positiv, wenn auch letztere nur schwach. Bei Ehrlichscher Reaktion 

d im § ,eicte sich nach 24 Stunden eine dunkelgriine Fiirbung. 

phan fF  Léslichkeit: Die Substanz ist schwer léslich in kaltem Wasser, 

lenge & jeichter in warmem, unléslich in Alkohol und Ather, etwas lodslich in 

isiert warmem Pyridin. 

‘afeln 


XXII. Uber die Verschiedenheiten zwischen Ratten und Mausen 
ies bei Ernahrung mit Tryptophan und seinen Abkommlingen. 
und Von 
siil, & Y. Kotake, K. Ichihara und H. Nakata. 
Mit 5 Figuren im Text. 
elne 


he Dab sich verschiedene Tierarten in bezug auf irgendeine 
to. bestimmte Substanz verschieden verhalten, ist schon seit langem 
ii bekannt. Solch ein Unterschied wiire auch bei der intermediiren 
wi j Umwandlung der Nahrstoffe moglich. Dies wird um so wahr- 
hielt scheinlicher, wenn man die ‘l'atsache in Betracht zieht, dab 
sass Ratten nach Berg!) bei der Ernihrung d,l-Tryptophan ebensogut 
iver. BS 1-Tryptophan verwenden, wihrend Miuse nach Yoshimatsu”) 


7 d,l-Tryptophan viel schlechter, ungefihr halb so gut wie 1-Trypto- 
» “" | phan, ausnutzen. Von dieser Erwagung aus haben wir es unter- 
nommen, zunachst den Versuch von Yoshimatsu und von Berg 
nachzupriifen, um zu bestiatigen, ob wirklich ein eklatanter Unter- 
schied zwischen Ratten und Miéusen bei der Verwendung des 
Tryptophans unter vollkommen gleichen Bedingungen besteht. Bei 
79,  “eser Gelegenheit wurden auch einige Ernihrungsversuche aus- 
n in — gefihrt, um zu bestimmen, ob sich Ratten und Mause ebenfalls 
37° fF bei der Verwendung des d(+)-Tryptophans und der 1(+-)-Indol- 
Ze F wilchsiiure, die bei Ratten Tryptophan zu ersetzen fihig sind, 
derte ma 
ci: unterschiedlich verhalten. 
ation Bei diesen Versuchen wurde als Stickstoffquelle Casein- 
| hydrolysat oder Gelatine mit Zusatz von anderen Substanzen 


) J. Biol. Chem. 94, 661 (1931—1932), 
“) Mitt. Med. Ges. Osaka 23, 463 (1924). 
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benutzt, und zwar im groBen und ganzen anlehnend an die Vor- 
schrift von Yoshimatsu: 























Nr. 1] Nr. 2 Nr. 1 | Nr. 2 
' (°/0) (°/0) lo) (°/,) 
Kaseinhydrolysat . . | 15,0] — Rohrzucker . . 10,0 | 10,0 

Gelatine ..-+-... — | 10,0 |] Salzgemisch (Osborne 
Cystin . - , 0,3 | 0,3 und Mendel) ...j 2,0 2,0 
Histidinehlorhydrat -| — 0,15 |] Agar-Agar . . . . .}| 2,0 2,0 
Natriumbicarbonat. . — 0,06 |] Butter . . . . . . . | 10,0 10,0 
Stirke ....... | 60,2 |65,0 |[Oryzanin. .....] 0.5 0,5 


Es ergibt sich, daB die Ausnutzung einer bestimmten Sub- 
stanz fiir die Ernihrung je nach der Art verschieden ist. Dies 
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Fig. 1. d,1-Tryptophan. Fig. 2. d-Tryptophan. 


ist insbesondere bei Ratten und Miusen bei Verwendung vou 
Tryptophanabkémmlingen der Fall. 

Die Tatsache, daB d- Tryptophan und 1(+-)-Indolmilchsiure bei 
Ratten fast in demselben Masse wie l-Tryptophan benutzt werden, 
laBt sich nach dem gegenwartigen Stande unserer Kenntnisse 
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durch ihre Umwandlung in |]-Tryptophan erkliiren. Man kiénnte 
also annehmen, daB diese physiologische Umwandlung einer Sub- 
stanz in eine andere auch bei der Ernihrung eine wichtige 
>» [Ef Rolle spielt. 

) -£ Héchstwahrscheinlich, insbesondere auf Grund des Ergeb- 
F nisses von Knoop, kénnte man annehmen, daf die Ratte an 
' Umwandlungsfahigkeit, die sich durch Indolbrenztraubensiiure- 
0 @ hildung und darauf folgende Tryptophansynthese iuBert, der Maus 
















































a et ee ee es - 
E 005% Jypt V0.1) i | LM(No 1) | 
° | £ 
ib q (268 $ - t _ —— | ——— pH i ereres DI bs; Fe . 7 
is Fe kway (nigel eN 
E15 Frat Nog Gad tM (Moe) 3 Nw | 2 ae DB 
a | tf [ Aw (337) 6.0 
coe IL a O25 Fugrt (Ne 2 ) I _] (33))4 720 : a j 
: aa 005i LAypt , | 
00S %t-Aagpt (N02; (Not) | | 
| | my Olted PIM (N02) | || AON Fypt.(No2) VN prt) 1M ot __| 
i Pee, s 7 | 4 ene — vA, ; 33 
—{ He i360 a, |e | (B6)3/4.43 | 
} : £2)9 ‘ig Aol Fry t. Na2 }} 1 | (66) fea | -£ 
} ij BJJ/T ¢ < t aed — 
— a 26. 








twill wi 
| i, BLIM (N02) T7180 
| | | 























onl : Ratte ' - Maus ———— Ratte Maus 


Bo AL LM. (Xr. 1) Nr 1 + 0,1% G,1-EM., 9,107. 1(¢4)-I.M. (Nr.1) Nr. 1 +0,1% 1(+)-LM. 
| Be, ds -LM. (Nr. 2) Nv. 2 + 0,2°% d,I-I.M.s 


Fig. 3. d.1-Indolmilchsaure. Fig. 4. 1(+)-Indolmilchsaure. 





i— weit tiberlegen ist. Ks ist hierbei von besonderem Interesse, daB 
| von Indolmilchsiure nur die 1(+)-Form im Organismus in die 
entsprechende Ketosiure iibergefiihrt wird. 


Wie bekannt, wurden die Ernaéhrungsversuche in Deutschland 
hauptsichlich bei der Maus, in Amerika dagegen vorwiegend bei 
der Ratte ausgefiihrt. Der von uns gefundene Unterschied bei 

__—— der Ernihrung zwischen der Ratte und der Maus wiire auch in 
tans  “ieser Beziehung beachtenswert. 

d-Tri Kine solche Verschiedenheit zwischen beiden Tieren in bezug 

aut ,physiologische Umbildungsfihigkeit ist nicht nur bei Trypto- 

phanabkémmlingen, sondern auch bei schwefelhaltigen Amino- 

von  siuren nachweisbar. Wie aus folgenden Kurven ersichtlich ist, 

 nutzen Ratten bei cystinarmer Kost Methionin viel besser aus im 

hel & Vergleich zu Mausen, was dafiir spricht, daB der Rattenorganismus 

len, § ‘m Vergleich zum Miuseorganismus viel leichter Methionin in 

isse JF ‘ystin umwandelt. Bei diesen Ernihrungsversuchen wurde die 
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Grundkost nach dem Rezept von Kotake (jun.), Nakata und 


Fujikawa’) bereitet. 
| 
ial 
| 


2 | 
































nail 
25 Gps a 


aun —+—— 
| 

















| 
W Witton | 





BD. J 
| _ 5221 


wore 














(1913 6 Ni Sone aah 065041 Mdhionsn 7 


hon 


=< 7 














\ 




















48 —~—__~ | 4} | 26 














2ii)8 
OU em ey, 7 Wee 
| SD a a Ne thionin DP5atGgitn | 
| 


| i 




















Ratte ——— Maus 


iy ) 
0,5°/, 1-Cy stin. : 
0,32°/, 1-Methionin . 


. . Basaldiat, 
 « + 0,5 °/, 1-Cystin, 
B.D. + 0,82 °/, 1- Methionin, 


Basaldiat: Erbsenpulver (Pisum sativum L.) (10,0), Kasein (2,0), 
Starke (63,5), Rohrzucker (10,0), Salzgemisch (Osborne und 
Mendel) (2,0), Agar-Agar (2,0), Butter (10,0) und Oryzanin (0,5). 


Fig. 5. 1(—)-Cystin und 1(—)-Methionin. 


XXIII. Kynurensaure-bildung bei verschiedenen Tierarten. 
Von 


K. Ichihara und 8S. Goto. 


Seit Ellinger die Kynurensiure-bildung aus Tryptophan 
feststellen konnte, wurde derselbe Vorgang bei verschiedenen Tier- 





1) Diese Z 270 (1936). 


Z. 2435, 
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arten beobachtet, lediglich beim Menschen, bei der Katze und 


heim Huhn war er nicht bewiesen. 


Galle ausgeschieden '), 


untersucht. 


Huhn. 


Nach unseren Untersuchungen 
wird die Kynurenséure nicht nur im Harn, sondern auch in der 
In der Annahme, daB die Kynurensiure- 
ausscheidung bei den Tierarten, bei denen sie bisher noch nicht 
bestiitigt werden konnte, sich hauptsichlich in der Galle vollzieht, 
haben wir beim Menschen, bei der Katze und beim Huhn die 
Kynurensiure-ausscheidung sowohl im Harn als auch in der Galle 
Eine solche Ausscheidung im Harn war zwar beim 
Menschen zu konstatieren, nicht aber bei der Katze und beim 


In der Galle wurde sie bei allen dreien nicht beobachtet. 


Gelegentlich haben wir diese Versuche auch an verschiedenen 


kleinen Séiugetieren durchgefiihrt. 


Dabei wurde gefunden, 


daB 


die Kynurensiure-bildung beim Meerschweinchen verhiltnismaBig 
schwer, bei der Ratte und Maus aber leichter vor sich geht. 





erarten 


fau 51 j. 
fau 61 j. 


mize. . 


atze. . 


mize. . 


patze . 


mize. . 


weiber | 
dalin 7 


DW ein- 





me. 
atte . 
mite. . 
| 5Stek. 
14Stek. 
| dStek. 


fe 

10 2 

rakes) 

kg | ecm 
a= “380 
— | 450 
2,8 18 
‘7 60 
2,5 8 
3,5 | 238 
3,2 | 208 
2,5 48 
2,5 10 
0,4 3 
0,3 57 
0,4 50 
0,4 71 
0,3 81 
0,4 60 
0,1 16 
0,1 5 
0,1 11 
— 5 
— 17 
—_ 5 
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siure g 


| 0,9436 
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18 
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Sg aie eRe gs as a Re 





Ein- 
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Trypto- 
phan g 


10 (per os) 
5 (per os: 


1,5(subeut.) 
2 (subeut.) 
3 (subeut.) 


2 (subcut 


2 year 
1 (subcut.) 
1,5 (sube.) 
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1,0 (subeut.) 
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pro kg 23 re 
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‘Tseki ay 1927 


Ichihara 
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HK iyomatsu 1928 
Iwakura 
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 Kotake u. Ichihara, Diese Z. 169, 1 (1927); 195, 171 (1931). 
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Kynurensiure-ausscheidung nach Kynurensiure-einfiihrung. 





Sip Harn Galle Ver- ’ 
, oe oS , cree | 7 abreichte Be- Untersucti ff 
. ~ | Menge! Kynur.- Menge Kynur.-| Kynuren- | merkungen von 
kg | cem |siure g] cem (siiure g]_ siure g 


ae , : 

’ Katze. . | 2,0} 41 | 0,253 5 | 0,02 0,3 als _ 
| 
| 

Katze . 


Habn. 





Na-Salz 


subecutan 























Die aufgefiihrten Resultate wurden im Laufe von 7 Jahren 
in der Zeitschrift der Medizinischen Gesellschaft zu Osaka japanisch 
publiziert, ohne daB sie jedoch allgemein bekannt wurden. 


Ks wurde kiirzlich eine Arbeit von Gordon, Kaufmann und Jack- 
son’) itiber die Ausscheidung der Kynurensiiure bei verschiedenen Tierarten 
(dalmatischer Hund, Ratte, Meerschweinchen und Katze) veréffentlicht. Wir 
méchten anschlieBend daran die bisher von uns gewonnenen Ergebnisse 
kurz in einer Tabelle (vgl. oben) zusammenfassen. 

Die zur Untersuchung gelangte Galle wurde mittels einer Kaniile 
gesammelt, die vorher in den Ductus chol. eingefiihrt war. 

Der Harn wurde meistens mit Hilfe einer Kaniile aus der Blase, bei 
kleinen Tieren jeweils von 5 Individuen, durch natiirliche Entleerung ge- 
sammelt. 

Beim Menschen wurde die Galle gelegentlich aus operierten Fistel- 
wunden entnommen. 

Die Isolierung der Kynurensiure erfolgte nach Jaffé oder Capaldi. 
Da die Kynurensiure, welche nach der letzteren Methode isoliert war, des 
éfteren eine Beimengung von Harnsiure aufwies, konnte sie erst nach 
Reinigung zur Identifizierung gebraucht werden. 


XXIV. Zur Frage der hamatopoetischen Wirkung des Tryptophans. 
Von 
T. Hamada. 
Mit 1 Figur im Text. 


Daf die Anwendung des Tryptophans, insbesondere seine 
Injektion, bei experimenteller -Aniimie deren Beseitigung be- 


1) J. of Biol. Chem. 113, 125 (1936). 


2,8} 10 | 0,103 86 = 0,092 0,5 als |gréBtenteils || lwakura 
| Na-Salz | verloren Kiyomatsu 
| | subeutan | gegangen || Ichihara 
2,9] 88 |0,4612]/ 20 | — 0,5 als ” 
| Na-Salz 
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schleunigt, wurde zunichst von Hirazawa!) in unserem Labo- 
ratorium, dann von ihm unabhangig von Fontés und Thivolle?) 
hervorgehoben. Die Frage, wie dies zustande kommt, konnte 
jedoch bisher noch nicht mit Sicherheit beantwortet werden. Die 
von uns gefundene Tatsache, daB bei der Behandlung der Animie 
mit Tryptophan die Erythrocytenzahl stets schneller ansteigt als 
der Himoglobingehalt, scheint dafiir zu sprechen, da8 das Trypto- 
phan hierbei als ein Bildungsmaterial des Himoglobins im Organis- 
mus dient. Eine Reizwirkung des Tryptophans auf die himato- 
poetischen Organe ist jedoch hierbei nicht ausgeschlossen. Die 
obengenannten franzésischen Autoren haben spiiter behauptet, daB 
Ratten bei einer tryptophanfreien Ernihrung ohne weiteres animisch 
wirden, wonach Tryptophan physiologisch bei der Himoglobin-bildung 
eine wichtige Rolle spielen miibte. Diese Behauptung fand jedoch 
Aleock’) nicht bestatigt. Nach ihm bekommen Ratten bei trypto- 
phanfreier Ernibrung iiberhaupt keine Animie; sogar die sogenannte 
Milchaniimie dieser Tiere wird in keiner Weise durch Tryptophan- 
verabreichung beeinflubt. Ich habe mich also damit beschiftigt, 
unter Leitung von Prof. Kotake von neuem diesem Problem, 
insbesondere mit Riicksicht auf die Menge des Tryptophans, naher 
zu treten. Es wurden seit 2 Jahren zahlreiche Versuche sowohl 
bei Ratten als auch bei Miusen und auch gelegentlich bei Kaninchen 
ausgefiihrt, wobei vor allem folgende 3 Fragen behandelt wurden: 

I. Entsteht bei einer bestimmten Tierart wirklich eine Aniimie 
bei tryptophanfreier Nahrung, die sich durch Darreichung des 
Tryptophans beseitigen labt? 

II. In welcher Menge ist Tryptophan am wirksamsten? Ich 
versuchte hierbei insbesondere seine Wirksamkeit mit einer diazo- 
positiven Substanz, die bei Tryptophandarreichung im Harn aus- 
geschieden wird, in Zusammenhang zu bringen. 

IT, Wirkt d-Tryptophan auch antianimisch? Es wurde hier- 
bei ebenfalls der im Harn auftretenden diazopositiven Substanz 
besondere Aufmerksamkeit gewidmet. 


| 4 


Die von mir gebrauchte normal- und tryptophanfreie Grundkost wurde 
wie folgt bereitet: 


') Mitt. d. Med. Ges. Osaka 20, 981 (1921). 
*) Le Sang 6, 658 (1930) und C. r. Acad. 191, 1088, 1395 (1930). 
*) Biochemic. J. 27, 754 (1938). 
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Tryptophanfreie Diiit 
since Se Normaldiiit 
fiir Maus fiir Ratte 
" °! ¥ 
0 0 0 
Casein 4 — 18,0 
Caseinhydrolysat . 8,0 15,0 ~ 
Gelatine . 10,0 win dias 
Cystin 0,3 03 = 
Stirke. 57,4 60,0 57,7 
Rohrzucker eee ee 10,0 10,0 10,0 
Salzgemisch (Osborne u. Mendel) 2,0 2, 2,0 
Agar-Agar 2,0 2,0 2,0 
Butter 10,0 10,0 10,0 
Oryzanin 0,3 0,3 0,3 


Der Himoglobingehalt im Blute der Ratten bei Ernahrung 
mit der angegebenen Normalkost betrug 81—98°/,, meistens 
und durchschnittlich 91°/,. 


Der Gehalt an Hamoglobin und die Zahl der Reticulocyten 
mit der oben angegebenen 


jedoch 87—94°/, 





im Blute der Ratten bei Ernihrung 


tryptophanfreien Nahrung sind aus den folgenden Tabellen er- 


sichtlich: 


Tabell 





e l. 


Versuche mit Ratten und Méusen von verschiedenem K6rpergewicht. 





Tier-Nr. 244 
Ratte 

Tage Korper- | b ‘Reti- 

gewicht ~~ | cul. 

“ “lo | Io 

0 66 88 18 

5 57 
10 52 9015 
15 49 

20 47 53 (90 

25 42 40 150 
30 
$5 
40 
45 
D0 
55 
60 
65 
70 
80 








Tier-Nr. 480 
Ratte 
Korper- | 
gewicht 


£ lo 6 


90 91/1 
82 

75 88 1 
68 
62 
58 
58 
55 $4 

50 76 | 4 
48 63 6 


Reti- 
) 


cul. 


9 
3 








Tier-Nr. 523 Tier-Nr. 51 
Ratte Maus 

K6rper- | \Reti-| Kérper- | 
gewicht | eul. |gewieht | Hh 

s */o lo x "lo 

150 | 91 | 24] 23 | 100 

145 | | sl 

132 | 95] 81] 16 | 94 

126 | | 15 | 

119 | | 14 | 80 

117 94 | 29 i3 | 71 

111 : 

107 | 

106 

102 88 19 | 

99 

91 86 35 

85> | 

84 | 78 | 49 

80 | | 

766178 | ti 
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Tabelle 2. 





iit : a — - 
Zahl d. Ratten | Korpergew. Abnahme d. | Abnahme 

Lebensdauer} ,-.. 

Gruppe gleichen vor dem Koérpergew. | d. Hb 
Wurfs Versuch Tage of, o/, 

I 6 95 35—50 40—50 15—60 
I 7 71 25—40 30—42 19—Ddé 
I] 6 115 45—70 40 —50 21—40 
[V 4 160 T0—85 44—50 11—23 

















Junge Ratten und Miaiuse bekommen also, wenn sie vorsichtig 
wit eluer tryptophanfreien Nahrung ernihrt werden, schlieBlich 
mit der Abnahme des Kérpergewichts eine mehr oder weniger 
entwickelte Animie, was besonders bei Ratten von einem Ké6rper- 

ng gewicht unter 100 ¢ auffallt. 








ns 
Tabelle 3. 
= 2 | Tier-Nr. 434 Ratte Tier-Nr. 450 Ratte Tier-Nr. 474 Ratte 
en — so —- - 
.P. Tage | Korper- | py) |Reti- | Korper- | 5, Reti- | Kérper- | Hb | Reti- 
| gewicht | cul. | gewicht | cul. | gewicht eul. 
| 0; } ( . ( 
a. th % Ef} % Ee) Vo 
0 70 | 88 30 73 91 | 15 78 89 | 25 
D 67 90 35 69 90 20 73 88 18 
10 63 | 86 35 64 | 91 20 65 90 25 
= 15 60 | 70 70 61 | 86; 15 62 | 87 15 
] 20 59 | 51 160 60 78 | 60 60 | 90 10 
, Grundkost 
0,2°/, Tryptophan 
b &§ 23 65 | 60 | 420 | 
= 2! | 58 53 | 120 58 | 83/| 30 
| Grundkost 
0 F | 0,2°/, Tryptophan 
. 27 69 (73) 140 60 | 58 | 320 | 
30 71 80 60 63 63 | 100 28 | 75 50 
r 35 77 =| 86 35 67 | 76 | 20 57 68 70 
: | | Grundkost 
0,2°/, Tryptophan 
38 61 70 | 180 
40 TT | 88 | 20 63 76 | 110 
Ab | 67 83 | 40 
50 | 13 839 | 20 











Aus der Tab. 3 ist ersichtlich, daB die Animie, die sich bei 
tryptophanfreier Grundkost entwickelt, durch Verabreichung von 
einer kleinen Menge Tryptophan leicht wieder beseitigt wird. 
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If. 


1. Zusatzvers. mit 0,025°/,igem Trypt. 


2. 
3. 


1» 0,05 
1 0,10 


99 


9) 


Die Bestimmung der Ehrlichschen Diazorexktion habe ich bequem 


” 


» 0,30 
», 0,50 


Die von mir ausgefiihrten und in ihren Ergebnissen tabella- 
risch wiedergegebenen Versuchsreihen waren die folgenden: 
4. Zusatzvers. mit 0,20°/,igem Trypt. 


5 


99 


wie folgt durchgefiihrt: Mit dem zu untersuchenden Harn wird ein Stiick 


Filterpapier getrinkt. 


Dann wird die gleiche Menge Diazoreagensgemisch 


(Reagens I u. II) zugesetzt, darauf eine kleine Menge Ammoniak hinein- 


tropfen gelassen. 


Hierbei zeigt die Diazoreaktion je nach der Menge der 


vorhandenen diazopositiven Substanzen die entsprechende Farbenintensitit. 


Tabelle 4. 
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100 
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Die Injektion einer kleinen Menge Tryptophan ist imstande, 
die hierbei auftretende Animie leicht zu restituieren, was aus der 
folgenden T'abelle ersichtlich ist. 
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Tabelle 5. 
Injektionsversuche bei Ratten. 






































. rb) & wp @ ® ® r) © ¢ 
= tm | 6 aD a0 5p bp a0 ye 
f S 2o S x 3 x x x 
i BS) ee] & B B o Be | & 
2s 2 is Yo o > —) > ° 
= E = ~ a on * 
mg 
K. G. (g) | 75 68 65 61 60 | 54 50 
675 | Hb (%/,) | 88] 10 92 100 103 104 
Diazor. | — a ~ - oi a - 
K.G. (g)| 78 85 | 67 74 60 | 57 | 54 
674 | Hb (°%/,) | 92 | 30 104 104 103 1038 
Diazor. | — + + - _ ss in 
K. G. (g) | 85 83 81 19 15 71 70 
669 | Hb (°/,) | 88 | 150 88 93 100 97 99 
Diazor. | — + + rr en 4 4. 4. 
K. G. (g)} 60 57 53 51 48 
672 | Hb (°/,) | 90 | 200 92 87 85 77 
Diazor. | — tHE] H+ +++) +++ 


Die Wirksamkeit des Tryptophans ist jedoch je nach der 
Applikationsweise nicht dieselbe. Bei oraler Zufuhr wird Trypto- 
phan vorwiegend zur Erhéhung des Kérpergewichts verwendet und 
seine himatopoetische Wirkung tritt im Anfang nicht deutlich 
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hervor, bei der Injektion erscheint dagegen die die Animie be- 
seitigende Wirkung von Anfang an ausgepriigt, wahrend der Ein- 
fluB auf die Ernaéhrung zuriicktritt. Daraus geht hervor, daf das 
Tryptophan im ersteren Fall hauptsichlich im Organismus als ein 
Baumaterial verwendet wird. 

Es unterliegt keinem Zweifel, da® |-Tryptophan bei einer 
geeigneten Injektionsmenge ebensogut wie bei seiner Verwendung 
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per os zur Ernahrung der Tiere beitriigt. Wenn jedoch bei de; 


tryptophanfreien Ernihrung eine gréBbere Menge Tryptophan auf 


einmal subcutan eingespritzt wird, behilt das Tier gewéhnlich 
héchstens sein bisheriges Kérpergewicht. Es bewirkten hierbe; 
10—100 mg Tryptophan eine deutliche Zunahme des Himoglobin- 
gehaltes. Die Diazoreaktion des Harns ist dabei negativ. Bei 
tiglicher Verwendung von 100—200—650 mg erfahrt jedoch die 
Himoglobin-zunahme eine gewisse Verzégerung und die Diazo- 
reaktion des Harns fallt dabei positiv aus. Im letzteren Falle 
tritt die Himoglobin-zunahme erst nach dem Verschwinden der 
genannten Reaktion aus dem Harn auf. 

Um iiber die Beziehung zwischen Hamoglobin-bildung und 
Tryptophan-menge, mit besonderer Beriicksichtigung der Diazo- 
reaktion des Harns, mehr Klarheit zu schaffen, habe ich 
weiter Aniimieversuche an Kaninchen angestellt. Die experi- 
mentelle Animie wurde diesmal durch subcutane Injektion von 
Phenylhydrazin-chlorhydrat erzeugt, das Tryptophan wurde unter 
die Haut eingefiihrt. Die Gesamtresultate sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 6. 





Wieder- 














presen. pore ay herstellung — 
pro kg Korper- be d. Erythro- Bemerkungen 
gewicht —— cytenzahl] | reaktion 
mg Tage Tage 
1. Kontrollvers. 
ohne Trypt. 18—21 16—19 _ 
2 D 14 14 — 
3. 10 12-13 13—14 — 
4. 25—5 10—11 12—13 + Am wirksamsten 
5. 100—150 16—19 16—17 ++ Die Injektion 4. 
6. 250—400 Nach iiber 25—29 +++ Trypt. wurde 
30 Tagen noch nach 14 Tagen 
nicht wieder- bei 5. und nach 
hergestellt 17 Tagen bei 6. 
nicht fortges. 





Aus der Tabelle liBt sich ersehen, daB die wirksamste Menge 
des Tryptophans bei Kaninchen zwischen 25—75 mg liegt, was 
also mit dem Ergebnis bei Ratten gut tibereinstimmt. Bei An- 
wendung einer gréBeren Menge ist die Wiederherstellung des 
Himoglobins und der Erythrocyten-zah! stark verzégert im Ver- 
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der | gleich zur Kontrolle und die Diazoreaktion fiel stark positiv 
auf aus. Bei geeigneter Menge von Tryptophan geht die Wieder- 
‘ich [E herstellung des Himoglobin-gehaltes derjenigen der Erythrocyten- 
ye; [E zal immer voran, wie friiher schon von Hirazawa gezeigt wurde; 
Jin. | bei einer gréBeren Menge von Tryptophan zeigt sich jedoch die 
Be; | emmung bei der ersteren stiirker als bei der letzteren. 
die Die Frage, wie das Tryptophan bei der Anaimie zur Wirkung 
zo. kommt, kann jedoch nicht so einfach beantwortet werden. Einmal 
le | kinnte es als Baumaterial bei der Bildung von Himoglobin 
dey [ dienen. Es kénnte aber hierbei auch als Reizstoff auf die himato- 
poetischen Organe wirken. 
ind & IU. 
us Nach den Ergebnissen, die bisher sowohl bei Miusen als 
leh auch Kaninchen gewonnen wurden, scheint d-Tryptophan als 
- solches gegen experimentelle Animie nicht wirksam zu sein. 
= Tryptophan beseitigt also die Animie im allgemeinen wahrschein- 
a lich nicht einfach durch einen Reiz des unveriinderten Molekiils aut 
len lie himatopoetischen .Organe. Niheres dariiber wird spiiter be- 
richtet. 
Zusammenfassung. 
— F Alles, was oben geschildert wurde, spricht dafiir, dab Trypto- 
| phan, wenigstens bei einer bestimmten Tierart, fiir ein physio- 
” logisches Aufrechterhalten des Himoglobin-gehaltes eine wichtige 
| Rolle spielt. Man bemerkt an jungen Ratten bei tryptophan- 
lreier Krnihrung einen gewissen Grad von Aniamie, die sehr 
leicht durch Einfiithrung von Tryptophan, schon in kleiner Menge, 
die mit der Ernihrung nichts zu tun hat, gebessert wird. Die 
Frage, ob Tryptophan hierbei als ein Bildungsmaterial des Himo- 
_ globins oder als ein Reizstoff auf die himatopoetischen Organe 
ten dient, kann nicht mit Sicherheit beantwortet werden. Jedenfalls, 
- ' wenn man die Tatsache, daB d-Tryptophan als solches hierbei 
ren keine hiimatopoetische Wirkung entfaltet, in Betracht zieht, kommt 
ach @ der Erfolg wahrscheinlich nicht dem Tryptophanmolekiil selbst 
" | zu, sondern dieses erfaihrt wabrscheinlich vorher eine Umwandlung. 
Dadurch wird erst Tryptophan instand gesetzt, ein Material fiir 
we die Hiimoglobinbildung zu liefern oder einen Reiz auf die hamato- 


poetischen Organe auszuiiben. 
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Uber die Stabilisierung des Vitamins C durch Adrenalin. 
Von 
M. Yamamoto. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
der Kaiserlichen Universitit zu Osaka.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1936.) 


Interessanterweise wird nach Abderhalden}?) die Zersetzung 
des Adrenalins in Phosphatpufferlésung durch Ascorbinsiure ge- 
hemmt. Da ich fand, daB Ascorbinsiiure umgekehrt durch Adrenalin 
in derselben Pufferlésung vor Zersetzung bewahrt wird, habe ich 
mich weiter dafiir interessiert, einerseits zu untersuchen, ob sich 
hierbei l- und d,l-Adrenalin unterschiedlich verhalten, anderer- 
seits zu bestimmen, ob hierbei zwischen Adrenalin und Ascorbin- 
siure irgendeine Bindung besteht. 


Methode. 


Vitamin C: Eine neutralisierte wiibrige Loésung von Ascorbinsiiure 
der Firma Chinoin-Ujpest. 1l-Adrenalin: Eine neutralisierte Lésung von 
Suprarenin (synthetisch) (1: 1000) der I.G. Farbenindustrie, sowie krystalli- 
siertes Adrenalin (aus Nebennieren) der Firma Sankyo. d,l-Adrenalin: 
Krystallisiertes Adrenalin der Firma Schuchardt, Gorlitz. 

Die beiden krystallinischen Priiparate wurden in m/5-Phosphatgemisch 
von py 7,38 in einer Konzentration von 1:500 im Dunkeln gelost. 

Fir die Versuche wurde eine Reihe von Warburgs kegelférmigen 
GefiBen benutzt. Diese wurden mit einer bestimmten Menge der Ascorbin- 
siureldsung beschickt, zu welcher ein Phosphatgemisch in einer Konzen- 
tration von m/5S zur Erreichung des p;, 7,38 und noch eine ansteigende 
Menge von Adrenalin zugegeben wurde. Ein GefiB blieb stets als Kon- 
trolle ohne Adrenalin-Zusatz. Die Gefi8e wurden 45 Minuten lang bei 18° 
im Thermostaten geschiittelt. 

Zur Bestimmung der Ascorbinsiiure wurden 2 cem der Versuchslésung 
nach Ablauf der Versuchszeit entnommen und nach Zusatz von 5 ccm 
2,5 °/,iger Metaphosphorsiiurelésung mit Dichlorphenol-indophenol titriert, 
das auf Ascorbinsiure eingestellt war. 

Au8Serdem wurde eine Lésung der gleichen Zusammensetzung wie 
im VersuchsgefiB hergestellt und der Ascorbinsiuregehalt, wie oben be: 
schrieben, unmittelbar ermittelt. 


1) Fermentforschung 14, 367 (1934). 
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Die Adrenalin- sowie Ascorbinsiure-Menge in den Tabellen bezieht 
sich stets auf den Gehalt in der gesamten Versuchslésung (3 ecm). 












































' Versuchsergebnisse. 
Wie aus der Tab. 1 hervorgeht, verhindert Suprarenin deutlich 
die Oxydation der Ascorbinsiure. 
Tabelle 1. 
l-Adrenalin (Suprarenin 1 : 1000). 
Fliissigkeitsvolumen: 3 ccm, m/5-Phosphatgemisch, py 7,38, 18°, 
Versuchszeit 45 Minuten. 
Gs 6. 5 49.0 1 2 3 4 5 
ng : i —* 
my Santee Adrenalin (mg) . . . 0,1 0.3 0,5 0,7 0,0 
or mg Ascorbinsiiure vor dem Versuch 0,602 0,602} 0,602} 0,602] 0,602 
lin & mg in nach ,, - 0,166 0,385] 0,476] 0,565] 0,040 
ch (& Abnahme der Ascorbinsiure (mg) . | 0,436] 0,217] 0,126] 0,037] 0,562 
" Oxydationshemmung (/)) . . . . . [22.4 [61,4 |77,5 [93,4 
oT 
: Da8 Acetonchlorofotm, das in geringer Menge in dem _ benutzten 
“i Adrenalin enthalten war, keinen EinfluB ausiibt, geht aus Tab. 2 hervor. 
Tabelle 2 
0,4 °/,ige Acetonchloroformlésung. 
Fliissigkeitsvolumen: 3 ccm, m/5-Phosphatgemisch, py, 7,38, 18°, 
i. Versuchszeit 45 Minuten. 
n: 
PONT Ss ee ee 1 2 3 4 5 6 
e h SSD SaaS = — LO ———— ————— — = 
‘ineesaiilaadaanas (ecm). . 0,1 0,3 10,5 10,7 0,9 0 
1 2 ts Ascorbinsiure vor dem Versuch 0,593 | 0,593 | 0,593 0,593 0,593 | 0,593 
mg nach ,, " 0,126 | 0,124 | 0,120] 0,112] 0,111] 0.117 
- Abnahme ‘der Ascorbinsiiure (mg) . | 0,467 | 0,469 0,473 0,481 0,482 | 0,476 
n- E 
: Tabelle 3. 
2 «OF d,l- Adrenalin. 
Fliissigkeitsvolumen: 3 ccm, m/5-Phosphatgemisch, p,;; 7,38, 18°, 
ig Versuchszeit 45 Minuten. 
mn : : : 
eke ci 1 2 8 4 5 6 
e Zugesetztes Adrenalin (mg). . .| 0,200] 0,601] 1,002] 1,402] 1,803] 0 
,* mg Ascorbinsiiure vor dem Vers.| 1,037] 1,037] 1,037] 1,037] 1,037 ]|1,037 
mg nach , —,,_: ||: 0,824) 0,523] 0,547] 0,523] 0,431 |0,174 
Abnahme der Ascorbinsiiure (mg)| 0,713] 0,514] 0,490] 0,514] 0,606 [0,863 
| Oxydationshemmung (°/,). . . .{17,4 [40,4 [43,2 |40,4 [29,8 
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In den Fillen, wo statt des l-Adrenalins d,l-Adrenalin ge. 
braucht wurde, war jedoch das Resultat deutlich abweichend; dic 
d,l-Form schiitzte gegen Ascorbinsiiure-zersetzung nur halb 9 
stark wie die l-Form, was aus Tab. 3 ersichtlich ist. 

Um die gesamten Ergebnisse zu veranschaulichen, méchte ich noch 
eine graphische Figur einfiigen, welche die Verhiltnisse bei der Oxydations. 
hemmung von Vitamin C durch Adrenalin zeigt. Hieraus ersieht man ohne 
weiteres die Wirkungsstirke des l- und d,l-Adrenalins. Um sicher 2 
gehen, habe ich beim Versuch die Menge des Adrenalins sowohl chemisch 
als auch biologisch ermittelt. Daraus ergab sich, daB Adrenalin in unserer 
Versuchszeit véllig vor Zersetzung bewahrt bleibt. 
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Die Kurve von l-Adrenalin stieg mit steigender Konzen- 
tration zuerst rasch auf 88°/,. Dort, wo das molekulare Ver- 
haltnis der Ascorbinséiure zum Adrenalin 1:1 stand, zeigte das 
d,l-Adrenalin schon seinen maximalen Abwehrgrad (45°/,), spiiter 
wurde die Kurve des 1-Adrenalins etwas flacher, um schlieBlich 
fast bis zu einer Steigerung von 100°/, zu gelangen. 

Mi8t man weiter neben Adrenalin auch die Ascorbinsiure, 
so findet man, daB diese schneller oxydiert wird im Vergleich 
zum Adrenalin, so dab Adrenalin erst oxydiert wird, wenn alle 
Ascorbinsiure verschwunden ist. 

Im AnschluB an diese Beobachtung wurde ein Versuch der 
folgenden Art vorgenommen: Eine Reihe von Thunberg Rohren 
wurde mit der Versuchslésung, wie in den vorigen Versuchen, 
gefiillt, evakuiert und 5 Minuten lang im Thermostaten bei 38° 
gehalten. Die Réhren wurden dann aus dem Thermostaten heraus- 
genommen und HCl bis zu einer Konzentration von 2n_ hinzi- 
gefiigt, ferner eine Salzsiiurelésung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin 
zugesetzt. Sie wurden dann wieder in den Thermostaten gehingt, 
und die Krystallisierungszeit des gebildeten Bishydrazons gemessen. 
Wie aus Tab. 4 ersichtlich ist, wird Bishydrazon beim Versuch 
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mit einem Adrenalinzusatz bedeutend langsamer ausgeschieden 

















fe. 
be im Vergleich zum Versuch ohne Adrenalinzusatz; die l-Form iibt 
, go fy bierbel einen stiirkeren EinfluB aus als die d,l-Form. 
Tabelle 4. 
_ 1. d,l-Adrenalin. 
ions- 8 a 1 2 | 3 | 4 5 6 
ohne & sennnlinenaschonsii SE EEEEETEE EEE ; _ | 
Ascorbinsiiure (mg) . ‘ 1,267 | 1,267 | 1,267 | 1,267 | 1,267 | 1,267 
re Zugesetztes Adrenalin “(mg) Oger | 0,621 | 1,085 | 1,449 | 1,863 0 
serer Zeit (Minuten ) Auskrystallisierung 
0 ~ a a - " ia 
60 - - _ _ _ 
70 -- _ an a _ .’ 
80 de “ . ™" 4p 
90 + | + “ : Pa He 
100 4 # + ‘ = m7 
110 H+ | + + + + se 
120 + | + | + + + Ub 
130 * | +. + + + m7 
140 - » oe 1 + + + HH 
150 Ho | oH | Ht | | ott) Ht 
2. 1-Adrenalin. 
Zel- ———— a —_—_—_—_———_—_—_—_—— 
Ver- Me efiab- Nr. re a ee ee 1 | 2 | ei#it & ils 
das Ascorbinsiure (mg) . ‘ 1,232 | 1,232 | 1,232 | 1,232 | 1,232 | 1,232 
‘iter JE Zu ugesetztes Adrenalin (mg) 0,207 | 0,622 1,037 | 1,452 | 1,867 0 
lich & Zeit (Minutem Auskrystallisierung 
ure 0 -|-]-/;-] =] - 
eich 60 at eit Sisal wae ae 
alle = 7 ee a eae + 
= ak es ee, aes Ge 
90 + _ | - | - de iu 
der & 100 +h t+ | - | = _ Ht 
i'el 110 4p ont « m 
hen, 120 Ht 4 + - - Ht 
38’ Ee 130 H+ tt + + + ++ 
aus: & 140 tte cee + + re mn 
nzil- 150 Ht tt +t + + tt 
azil 


| Die vorliegende Arbeit wurde mir erméglicht durch die Bewilligung 
gt, ® von Mitteln der Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften 
sen. im Unterrichtsministerium durch Herrn Prof. Kotake, wofiir ich 
such @ *ch dem letzteren meinen aufrichtigen Dank aussprechen michte. 
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Ein fir Ernahrungsversuche mit schwefelhaltigen 
Aminosauren passendes FuttereiweiB. 
Von 


Y. Kotake jr.. H. Nakata und F. Fujikawa. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochem. Institut der Medizin. Fakultét der Kaiserlichen Universitit zu Osaka.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1936.) 


DaB Cystin bei der Ernaibrung eine unentbehrliche Aminosiiure 
darstellt, ist allgemein anerkannt. Um den Nahreftekt des Cystins 
zu bestimmen, hat man bisher bei der Grundkost verschiedene Ki- 
weibe benutzt, z. B. verwendeten Osborne!) und Du Vigneaud?) 
Casein, Sherman und Woods?) Milchpulver. Kiirzlich gebrauchten 
Du Vigneaud*) u. a. Caseinhydrolysat und zwar nach der Be- 
seitigung der schwefelhaltigen Aminosiuren, Jackson) u. a. ver- 
wendeten Casein mit Zusatz von Brombenzol, welch letzteres zur 
Verhinderung der Cystinausnutzung dient. Zu demselben Zweck 
haben wir mit gutem Erfolg Pisum sativum L. verwendet. 

Wie ersichtlich, ist eine alleinige Benutzung unserer Grund- 
kost nicht im Stande ein Wachstum der Tiere zu erzielen; das 
Kérpergewicht nimmt mit der Zeit immer weiter ab. Wenn je- 
doch dieser Diét etwas Cystin hinzugefiigt wird, insbesondere beim 
Zusatz von 0,5°/,, nimmt das Kérpergewicht deutlich zu (Fig. 1). 
Dai Methionin hierbei Cystin zu ersetzen vermag, geht auch aus 
der Fig. 1 hervor. 

Wie bekannt, enthilt die genannte Bohne drei EiweiBstofie, 
Legumin, Vicilin und Legumelin mit 0,46°/,, 0,26°/, und 1,1 °/, S-Ge- 
halt; die beiden erstgenannten sind Globuline, das letztere ist 
ein Albumin. Wir haben nun diese beiden Fraktionen nach 
Osborne®) voneinander getrennt und mit jeder Fraktion Ernab- 
rungsversuche (Fig. 2) wie oben ausgefihrt. 

AuBerdem haben wir gelegentlich die Leguminfraktion mit 
Schwefelsiiure bis zum Verschwinden der Biuretreaktion gespalten 
und mit diesem Hydrolysat ebenfalls Ernihrungsversuche (Fig. 2) 


ausgefiihrt. 


1) J. of Biol. Chem. 20, 351 (1915). *) Ebenda 101, 719 (1938). 
’) Ebenda 66, 29 (1925). *) Ebenda 98, 577 (1932). 
5) Ebenda 111, 507 (1935). *) Ebenda 3, 213 (1907). 
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Nach den Ergebnissen siimtlicher 
haupten, daf die Leguminfraktion von Pisumeiweib infolge des 
S-Mangels das Kérpergewicht der Tiere nicht zu erhalten imstande 


ist. 


Fiir Ernihrungsversuche mit schwefelhalt. Aminos. pass. FuttereiweiB. 


Versuche 
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kann man _ be- 


Dementsprechend ist das Siiurehydrolysat dieser Fraktion un- 


fihig, beim alleinigen Zusatz von Tryptophan das Kérpergewicht 


zu erhalten. 


wir eine Kérpergewichtszunahme (Fig. 2). 


Wir mochten an dieser 
Stelle betonen, daB das Ki- 


Erst beim weiteren Zusatz von Cystin beobachteten 

























































































































































































bDidt 11. 
weiB von Pisum sativum L., ' I. bids cgi | 
oe ” . 5% j 
a ea ein on pat nies Ww 
raktion, fiir die Naihrwerts- a wt 
wnt nas Se tegen | WY, Distt 11 05%dl Cyatin. 
bestimmung einer S-halti- —_yiaty ja 
gen Aminosidure eine geeig- anny Dist It Diet I 
nete Grundkost darstellt. BMol Typlophan Lande %. 
Dict mM. 1S. ol 
4, | 1 
‘. v— ' a Dict MrO.5ob Cyl. Disb 10.1% € Typlphan, 
lL . eopet, A— fos ee een rb sabltin . 
pial t _/- Diat V+ | et | | 
| =O Aol Typlophan._ 0 pe a 
: lL 106 ant pis! "0" I | 
ie t whan Diat W+01% C Fryplopham 
> Dil 1 ve NY ww ? 4 l 
Dea Jie ao. 2 ” -/07~ 
| ee Ring) (53) A 
| Diatt. piét Dn, Dial IWr05% O-bystin MP 
( eee Dit 1+0.05%Elylin.|_ | Wat 1 X 
ay (4) I 
hat 1. a _ \ a 
Lallt+O5% | | 
| | Dial lg 657, 0- “CC yatin, A 
el | Methionin. M 
| t ~~ 
- Dit 1+ 0.625% b-Methiontr. 
Fig. 1 Fig. 2 
Grundkost. 
Nr. . ache skied I Il II IV 
E rbsenpulver . wa 15,0 - ~ - 
Leguminfraktion — — 9,0 
Legumelin . —_ _ : 5,0 - 
L oe on “ie — 5,0 
Stirke . ea 60,5 70,5 70,5 70,5 
Rohrzucker 10,0 10,0 10,0 10,0 
Salzgemisch , 2,0 2,0 2,0 2,0 
(Osborne u. Mendel) 
Butter . 10,0 10,0 10,0 10,0 
Agar-Agar . 2,0 2,0 2,0 2,0 
Oryzanin. 0,5 E 5 








Konstitution des Oryzanins. (Vitamin B.,.) 
Von 


Toshitake Imai. 


(Aus der inneren Abteilung des Dairen Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1936.) 


1. Vor einiger Zeit habe ich’) fiir Aneurin die Strukturformel vor- 
geschlagen, die zwischen Thiazol- und Pyrimidin-Kern eine —CH,-- Briicke 
hat. Aus verschiedenen Griinden wurde meine Annahme immer wahr-. 
scheinlicher. Es wurde klargelegt, dab Aneurin und Thiochrom zwei 
C-CH,-Gruppen enthalten, wihrend die Pyrimidylsulfonsiure von Williams 
(C,H,O,N,8) eine solche hat. Ferner wurde erwiesen, daB der durch 
Synthese erhaltene’Stoff I, der einen iihnlichen Kern wie die von Windaus, 


co 
sae 
Lc-wa | 60 —N—0-08, 


| l} | 
OC C C CH 
ae a 
N N S 
CH, 
Barger und Kuhn urspriinglich fiir Thiochrom angegebenen Formeln be 
sitzt, keine blaue Fluorescenz zeigt. {I wurde folgendermaBen dargestellt: 
8-Brom- oder Chlor- -theophyllin wurde mit KSH in 8-Thio-theophyllin un- 
gewandelt, und letzteres mit Monochloraceton zu Verbindung [ kondensiert, 
vgl. auch %).] 

2. Es blieb ungeklirt, ob die Methylgruppe des Pyrimidinteils an C, 
oder C, liegt. Einmal wurde bei Spaltungsversuchen von Vitamin B, eine 
Acetamidin-ihnliche Substanz gefunden. Stimmt diese Beobachtung, so 
kommt ©, in Betracht. Und in der Tat sicherten Grewe’) und Williams‘) 
auf synthetischem Wege die Stellung C, als Haftstelle der betreffenden 
Methylgruppe am Pyrimidinteil. 

3. Neuerdings habe ich durch Sulfitspaltung des Oryzanins (200 mg) 
zwei Abbauprodukte isoliert (Ausbeute fast quantitativ), und sie als 2-Methy!- 
4-amino -5-pyrimidylsulfonsiure*) bzw. 4-Methy]-5-§-hydroxyiithylthiazol § 
identifiziert. Ks miissen daher auch fiir Oryzanin und das daraus dargestellte 
Thiochrom die folgenden Formeln II und III gelten. 





tH Cl CH CH, 
re Fhe ti 
N N CG N—C-CH, 
| 1 > | | 

H,C-C O-NH, HC C-CH,-CH,OH H,C-C C C  G-CH,-CH,0l 

~~ ew er ee 

N S III N N S 
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Zusammenwirkung von Succinodehydrase und Aspartase 
in Bacterium Coli. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
Moritz Michaelis. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Stiftung fiir chemische Forschung, Helsingfors.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. September 1936.) 


Zwischen Bernsteinsiure, Fumarsiure, Methylenblau und dessen Leuko- 
verbindung besteht in Gegenwart ruhender Colibakterien ein Gleichgewicht?), 
ebenso wie zwischen Asparaginsiure, Fumarsiure und Ammoniak?). Die 
bernsteinsiure ist eines der Spaltprodukte der Kohlenhydrate, das eine Be- 
ziehung zwischen diesen und den EiweiBkérpern erkennen lift. Sie wird 
durch die Succinodehydrase zu Fumarsiure dehydriert, und diese wird dann 
mit Ammoniak durch das Aspartase-enzym zu Asparaginsdure synthetisiert?). 
Dieser Zusammenhang li8t sich an lebenden Bakterien zeigen. Wird nimlich 
im Thunberg-Versuch zu einer Bakteriensuspension auSer Succinat noch 
Ammoniumsulfat hinzugefiigt, so beobachtet man eine verkiirzte Entfirbungs- 
zeit. Die Erkliirung liegt darin, daB aus dem Gleichgewicht Bernstein- 
siiure == Fumarsiiure die letztere durch Aspartase schneller entfernt wird. 

Im Zusammenhang, mit noch in Gang befindlichen Versuchen wird 
als MaBzahl fiir die Aktivitit die Wasserstoff-Transportzahl (WTZ) benutzt, 
d.i. diejenige Zahl, die angibt, wieviel Kubikmillimeter H, von 0° und 
760 nm stiindlich von | mg Trockenbakterien vom Substrat auf das Methylen- 
blau iibertragen werden 4). 

Substrat: m/10-Natriumsuecinat; Bakteriensuspension auf Zuckernihr- 
lisung geziichtet, abgeschleudert, 8mal gewaschen und in Puffer suspendiert. 
0,5 cem m/15-Phosphatpuffer py 7,6, jeder Ansatz mit Wasser auf 2 ccm er- 
vinzt; 0,5 cem Methylenblau 1:5000; Ammoniumsulfatlésung 1 molar. 





Nr. Susp. Succinat Am.-Sulf. WTZ 
1 0.6 ane — 2,5 
2 0,6 _ 0,025 2.5 
3 0,6 0,25 — 7,3 
4 0,6 0,25 0,025 10,0 














Die Versuche werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 
1. Das Zusammenwirken von Succinodehydrase und Aspartase in 
lebenden Colibakterien wird im Thunberg-Versuch gezeigt. 
2. Zur vergleichenden Messung der Dehydrierungswirksamkeit wird 
die Zahl benutzt, die angibt, wieviel Kubikmillimeter H,/Stunde von 1 mg 


Trockenbakterien vom Substrat auf das Methylenblau iibertragen werden 


Wasserstoff-Transportzahl, WTZ). 


') Quastel u. Whetham, Biochemic. J. 18, 519 (1924). 

*) Quastel u. Woolf, Biochemic. J. 20, 545 (1926); Jacobsohn 
u. Tapadinhas, Biochem. Z. 282, 374 (1935). 

) Virtanen u. Tarnanen, Biochem. Z. 290, 198 (1932). 

4) Vel. auch v. Euler u. Adler, Diese Z. 232, 10 (1935). 
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oppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologisehe Chemie. Band CCXLIII. Tafel I. 
Zu ,Werner Grab, Die Auswertung der antirachitischen Wirksamkeit 
neuer Sterinderivate im Versuch an Ratten und Kiiken“, (Seite 63.) 



























Fig. 3. Tier mit schwerer Beinschwiiche (leg-weakness). 





Kig. 4. Tier mit sechwerster Beinschwiache. 








Fig. 5. Fig. 6. 
Rontgenbild von Kniegelenk Roéntgenbild von Kniegelenk desselben Tieres 
eines rachitischen Kiikens. nach Behandlung mit 0,2 y Vitamin D, kryst. 


‘oppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXLIIL. ‘Tafel IT. 
4u ,,WernerGrab, Die Auswertung der antirachitischen Wirksamkeit 
neuer Sterinderivate im Versuch an Ratten und Kiiken“. (Seite 63.) 
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FallII Ernst. Vergr. 1: Fig. 4. Fall JIL Erdm. 
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Vergr. 1 : 400 (7). 
Fig. 5. Fall IIL Erdm. 


ppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXLIII, Tafel ILI. 
Zu ,Adolf Magnus-Levy, 
r krystallisiertes und amorphes Bence Jones-Kiweil (Multiple Myelome). 
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